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Qptimierte Herstellung von viralen, von Parvoviren abgeleiteten Vektoren 
in Verpackungs- und Produktionszellen durch HSV-Infektion 
oder Behandlung mit Inhibitoren der DNA-Methvlierung 

5 

Die vorliegende Erfindung betriffi Mittel zum ErhShen der Ausbeute bei der Her- 
stellung viraler Vektoren, die von Parvoviren abgeleitet sind. 

Genetisch modifizierte Viren haben sich fiir den Gentransfer in Saugerzellen, ins- 
10 besondere in humane Zellen als geeignet herausgestellt Dazu werden die Viren in 
aller Regel genetisch modifiziert, urn sie als TrSger (virale Vektoren) fur den 
Gentransfer eines oder mehrerer Transgene verwenden zu kfinnen. 

Beispiele derzeit verwendeter viraler Vektoren sind Vektoren, die von Adeno- 
15 viren, Herpes-Viren, Retroviren oder von Parvoviren, wie den adeno-assoziierten 
Viren (AAV) abgeleitet sind (Pfeifer und Verma (2001) Annu. Rev. Genomics 
Hum. Genet. 2:177-211). 

Die Familie der Parvoviren (Parvoviridae) umfasst die kleinsten (18-26 nm), nicht 
20 von einer Membran umhtlllten Viren. Das Genom der Parvoviren enthalt eine li- 
neare Einzelstrang DNA, wobei + und - Strange in gleichem Verhaitnis verpackt 
werden. Die Familie der Parvoviren gliedert sich in zwei Unterfamilien, die Par- 
vovirinae und die Densovirinae. Die Parvovirinae wiederum umfassen drei Gene- 
ra, die Parvoviren, die Erythroviren und die Dependoviren. AAV geh5rt zu den 
25 Dependoviren und ist ein humanes Virus, welches entweder in Form eines Provi- 
rus in das Genom integriert vorliegt oder eine lytische Infektion verursacht. Aus 
diesem Grund ist AAV als allgemeiner Transduktionsvektor von Saugerzellen von 
Interesse. Von AAV sind zurzeit zahlreiche Serotypen bekannt, z.B. AAV-1, 
AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7 und AAV-8 (Gao G-P et al. 
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(2002) PNAS 99:11854-9). Es ist zu erwarten, dass in Zukunft weitere AAV 
Serotypen isoliert werden, AAV-2 z.B. enfhalt eine lineare Einzelslxang DNA von 
ca. 4,7 Kilobasen (kb) Lange. Die viralen Partikel, die aus drei viralen Proteinen, 
VPl, VP2 und VP3 zusammengesetzt sind, enthalten einen Strang viraler DNA, 

5 welcher entweder die eine Polaritat (+) oder die andere Polaritat (-) besitzt. Bei- 
spiele fur von AAV abgeleitete virale Vektoren sind allgemein bekannt. MQglich- 
keiten zu ihrer Herstellung werden im Anschluss beschrieben. ErfindungsgemaB 
eingeschlossen sind ebenfalls Kapsidmutanten dieser Serotypen. Unter "Kapsid- 
mutanten" wird im Rahmen dieser Erfindung verstanden, dass die AAV-Partikel 

10 ein mutiertes Kapsid enthalten konnen. Dieses kann eine Mutation einer oder 
mehrerer Aminosauren, eine oder mehrere Deletionen und/oder Insertionen um- 
fassen. Entsprechende Beispiele sind fur den Fachmann aus folgenden Literatur- 
stellen bekannt: WO 99/67393, Grifman M. et al. (2001) Mol. Ther. 3(6):964-75, 
Wu P. et al. (2000) J. Virol 74(1 8):863 5-47, Chandler LA et al. (2000) Mol. Ther. 

15 2(2):153-60, Hirate RK and Russell DW (2000) J. Virol. 74(10):4612-20, Girod A 
et al. (1999) Nat Med. 5(12):1438, Girod A et al. (1999) Nat. Med 5(9):1052-6 
oder in Bartlett JS et al. (1999) Nat. Biotechnol. 17(2):181-6. 

Ein wesentlicher Gesichtspunkt bei der Entwicklung geeigneter lebender Vekto- 
20 ren sind Sicherheitsaspekte in Verbindung mit der Verwendung der genannten 
Vektoren in der Gentherapie am Menschen. Aus diesem Grand werden im Allge- 
meinen "replikationsdefiziente" Viren enrwickelt, d.h. Viren, die zwar eine Zelle 
infizieren und die Transgene in diese Zelle transferieren kOnnen, die aber nicht in 
der Lage sind, sich in diesen Zellen zu vermehren. Dies wird zum Beispiel da- 
25 durch erreicht, dass Gene, die fur die Virusvermehrung wichtig sind, deletiert 
werden, z.B. Gene, die fur Strukturproteine kodieren und, wo dies angebracht ist, 
an deren Stelle das Transgen oder die Transgene eingebaut werden. Zur Produkti- 
on der fur die Gentherapie benotigten nicht-vermehrbaren Viren sind dann weitere 
Gene notwendig, die das Fehlen der Strukturproteingene in der Zelle kompensie- 



30 ren. 
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Im Allgemeinen werden fur die Bildung von Viruspartikeln die folgenden Gene 
benotigt: 

a) Gene, die auf dem Vimsgenom natOrlicherweise vorkommen, aber im rekom- 
5 binanten Virus (teilweise) nicht mehr vorhanden sein kSnnen. Im Falle von 
AAV sind dies die rep- und cap-Gene. Nukleinsauresequenzen, die derartige 
Gene tragen, werden im Rahmen dieser Erfindung als ,JHelferkonstrukte" be- 
zeichnet. 

10 b) Gene, die auf dem Genom anderer Viren (sog. „Helferviren") vorkommen 
oder Gene, die auf dem Genom der Zelle vorkommen, in der die Viruspartikel 
hergesteilt werden. Nukleinsauresequenzen mit derartigen Genen werden im 
Rahmen dieser Erfindung als „Helfergene" bezeichnet. Es gibt virale Vekto- 
ren, bei denen derartige Helfergene zur Partikelbildung nicht erforderlich sind. 

15 

Insbesondere werden unter Helfergenen im Sinne der vorliegenden Erfindung 
bei der Herstellung von AAV-Vektoren die Gene der Helferviren von AAV 
und/oder zellulare Gene verstanden, deren Genprodukte fur die Replikation 
der AAV notwendig sind bzw. diese fordem. Beispiele fiir adenovirale Hel- 

20 fergene sind beispielsweise die Gene E1A, E1B, E4, E2A und VA E1A ist 
dabei filr die Transaktivierung des AAV p5 Promoters erforderlich. Die Gen- 
produkte E1B und E4 dienen hierbei zur Verstarkung der AAV mRNA- 
Akkumulation. Die Genprodukte E2A und VA dienen der Verstarkung des 
AAV mRNA-SpleiBens sowie der Translation. Femer sind als Helfergene 

25 Herpes Simplex Virus (HSV) Helfergene eingeschlossen. Dies konnen bei- 
spielsweise die sieben Replikationsgene UL5, UL8, UL9, UL29, UL30, UL42 
und UL52 sein. UL 5, 8 und 52 bilden den HSV Helikase-Primase Komplex, 
UL29 kodiert fur das Einzelstrang-DNA Bindungsprotein, UL42 fur ein Dop- 
pelstrang-DNA Bindungsprotein, UL30 kodiert fiir die HSV DNA Polymerase 

30 und UL9 kodiert schlieMich fur ein Protein, welches an den HSV Replikati- 
onsursprung bindet (siehe Weindler FW and Heilbronn R (1991) J. Virol. 
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65(5):2476-83). Die Verwendung des Helfervirus an Stelle der einzelnen Hel- 
fergene, beispielsweise des Adenovirus-Typ 5 (Ad5), ist besonders vorteilhaft, 
weil dies der natiirlichen Situation der AAV-Vermehrung in Gegenwart von 
Helferviren am nachsten kommt und somit die Verpackung von rAAV- 
5 Partikeln sehr effizient ist Andere Helferviren sind beispielsweise Herpesvi- 
ren oder Vacciniaviren. 

c) NukleinsSuren, die die heterologe, d.h. Virus-fremde DNA enthalten, die 
durch den viralen Vektor in andere Zellen eingebracht werden soil. Diese 
10 DNA ist in der Regel durch Virus-eigene Sequenzen wie z.B. ITR's flankiert, 
die flir die Replikation der DNA und fur die Partikelbildung wichtig sind. Nu- 
kleinsauresequenzen, welche die heterologe DNA zusammen mit den ge- 
nannten Virus-eigenen Sequenzen wie ITR's umfassen, werden im Rahmen 
dieser Erfindung als ,,Vektorkonstrukte" bezeichnet 

15 

Im folgenden wird die Herstellung viraler Vektoren am Beispiel von AAV naher 
erlautert: 

Eine Methode zur Herstellung relativ grofier Mengen an rAAV-Partikeln ist die 
20 Co-Transfektion einer eukaryotischen Zelle mit zwei rekombinanten AAV- 
Plasmiden in Form einer Mischung und Infektion mit einem Helfervirus (Chiorini, 
J. A. et al. (1995) Human Gene Therapy 6:1531). Das erste rekombinante AAV- 
Konstrukt enthalt ein oder mehrere Transgen(e) welche(s) von zwei ITR- 
Regionen begrenzt, d.h. flankiert wird (werden) (Vektorkonstrukt). Das zweite 
25 rekombinante AAV-Konstrukt, das Helferkonstrukt, enthalt die AAV-Gene, wel- 
che filr die Herstellung der Viruspartikel notwendig sind (rep- und cap- Gene). 
Die Abwesenheit der ITR-Regionen im Helferkonstrukt sollte die Verpackung der 
rep- und cap-Gene in AAV-Partikel und damit die Bildung von unerwunschtem 
Wildtyp AAV verhindern. AnschlieBend werden geeignete Zellen, welche sowohl 
30 fur das rekombinante AAV Konstrukt, als auch fur das Helfervirus pennissiv, d.h. 
zugSnglich sind, mit den beiden AAV-Konstrukten transfiziert. Solche permissi- 
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ven Zellen sind z.B. HeLa-Zellen. Nach der Infektion der transfizierten Zellen mit 
Helferviren wie z.B. Adenovirus, werden die AAV-Gene exprimiert, die transge- 
ne DNA wird repliziert und die rekombinanten AAV-Partikel (rAAV-Partikel) 
werden verpackt und zusammengesetzt. Die rAAV-Partikel enthalten das (die) 

5 Transgen(e), auf beiden Seiten flankiert durch die ITR-Regionen, in Form einer 
einzelstrangigen DNA. Zur gleichen Zeit repliziert das Helfervirus in diesen Zel- 
len, was im Fail der Verwendung von Adenoviren als Helferviren im aUgemeinen 
zu Lyse und Tod der infizierten Zellen nach wenigen Tagen fuhrt Die rAAV- 
Partikel und auch die gebildeten Helferviren, werden in diesem Zusammenhang 

10 teilweise in das Zellkulturmedium freigesetzt oder verbleiben in den lysierten 
Zellen. Ein Review ttber die Verwendung von AAV als aUgemeinen Transdukti- 
onsvektor fur Saugerzellen findet sich z3. bei Muzyczka, N. (1992) in Current 
Topics in Microbiology and Immunology 158:97. 

15 Ein erheblicher Nachteil bei dieser Art der Herstellung von rAAV-Partikeln be- 
steht darin, dass Heifer- und Vektorkonstrukte fur jeden Herstellungsgang produ- 
ziert werden miissen, was unter GMP Bedingungen ein kostspieliger Vorgang ist 
Auch Plasmidtransfektionen sind Schritte, die in einem kommerziellen Produkti- 
onsvorgang vermieden werden sollten. 

20 

Um die Transfektion von Plasmiden zu vermeiden, wurden VerpackungszelUinien 
entwickelt, die Kopien des gesamten AAV-Genoms ohne die flankierenden ITRs 
imd mit rep- und cap-Genen unter Kontrolle ihrer natdrlichen viralen Promotoren 
enthalten. Diese Promotoren, P5, PI 9 und P40, sind in Abwesenheit einer Infekti- 

25 on durch ein Helfervirus inaktiv (Inoue and Russels (1998) J. Virol. 72:7024- 
7031; Gao et aL (1998) Human Gene Therapy 9:2353-2362). Nach Infektion mit 
einem Helfervirus wird die stabil transfizierte Verpackungszelllinie (z.B. HeLa 
Zelllinie) zur Expression der AAV-Gene induziert Solche Zelllinien konnen fur 
die Herstellung groBer Mengen an AAV, speziell fur kommerzielle Anwendungen 

30 verwendet werden (AUen et al. (1997) J. Virol. 71:6816-6822; Wang et al. (1998) 
J. Virol. 72:5472-5480). 
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Ein Nachteil bei der Verwendung der publizierten VeipackungszelUinien zur Her- 
stellung von viralen Vektoren ist die Tatsache, dass nur ein Rekombinationsereig- 
nis mit dem Vektorgenom fiir die Entstehung von Wildtyp-AAV (rcAAV) erfor- 
5 derlich ist, weshalb solche Zelllitiien fiir den Einsatz in der Gentherapie aufgrund 
des uniiberschaubaren Risikos nicht in Frage kommen. 

Um die Produktion von rAAV in grofiem Mafistab zu erlauben, dabei aber die 
Entstehung von Wildtyp-AAV im Wesentlichen zu verhindern, wurden neue fiir 
10 die Herstellung von rAAV geeignete Heifer- und Vektorkonstrukte entwickelt, 
mit denen Wirtszelllinien in Form von Verpackungs- und Produktionszelllinien 
hergestellt werden. Hierfiir wurde die Strategie verfolgt, die rep- und cap-Gene 
funktionell zu trennen (siehe DE 10044348). 

15 Die Herstellung von viralen Vektoren, besonders von AAV, erfolgt bevorzugt 
durch eine Verpackungszelie, eine Vektorzelle oder eine Produktionszelle (Defi- 
nition s.u.). Diese Zellen konnen abhangig oder unabhangig von einem Helfervi- 
rus sein. 

20 Eine solche Verpackungs-, Vektor- oder Produktionszelle kann von einem Heifer- 
virus abhangig sein, wenn die AAV-Produktion eine Infektion mit einem Heifer- 
virus erfordert. Eine solche Verpackungs-, Vektor- oder Produktionszelle kann 
aber auch Helfervirus-unabhangig sein, wenn die AAV-Produktion keine Infekti- 
on mit einem Helfervirus erfordert. Eine solche von einem Helfervirus unabhMn- 

25 gige Verpackungs-, Vektor- oder Produktionszelle enthSlt normalerweise Gene, 
die fiir die Induktion der AAV-Produktion unter der Kontrolle eines induzierbaren 
Promotors notwendig sind. Solche Gene kOnnen viraler oder zellularer Herkunft 
sein. 

30 Im Rahmen der durchgefuhrten Versuche zur Entwicklung neuer, fur die Herstel- 
lung von rAAV geeigneter Heifer- und Vektorkonstrukte, wurde zunachst ver- 
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sucht, ein cap- Gen Expressionskonstrukt zu verwenden, bei dem das cap-Gen 
unter der Kontrolle des homologen P40-Promotors steht 

Die Begriffe „natiiriicher Promoter" bzw. „homologer Promoter" bedeuten, dass 
5 die genetische Einheit des Promotors bzw. der regulatorischen Sequenz aus dem 
gleichen Organismus stammt wie der Rest der Einheit, mit dem sie verglichen 
wird. Umgekehrt bedeutet ein „heterologer" oder „nicht natflrlicher Promoter", 
dass der Promoter von seiner natiirlichen kodierenden Sequenz getrennt wurde 
und operativ mit einer anderen kodierenden Sequenz verbunden wurde. 

10 

Die Verwendung eines cap-Gen Expressionskonstruktes unter der Kontrolle des 
P40-Promotors basierte auf der allgemeinen Lehrmeinung, dass fur AAV-2 der 
P40-Promotor (bzw. die entsprechenden Promotoren der anderen AAV- 
Serotypen) mehr oder minder allein die Expression des cap-Gens steuert (Snyder 

15 RO (1999) J. Gene Med 1:166-75). Allerdings konnte festgestellt werden, dass 
diese Konstrukte zwar eine starke Expression des Cap-Proteins bewirkten, diese 
aber nicht mehr regulierbar (d.h. konstitutiv) und somit auch nicht mehr durch 
Helferviren induzierbar waren (vergleichbar mit einem heterologen Promotor). 
Als Folge gelang es nicht, ein derartiges cap-Expressionskonstrukt in den Wirts- 

20 zellen stabil zu integrieren, da die konstitutiv exprimierten Cap-Proteine vermut- 
lich toxisch auf die Zellen wirkten. Zudem wurden bei Verwendung dieses cap- 
Expressionskonstrukts ofifenbar hauptsSchlich leere Kapside gebildet, da die er- 
zielten Titer an transduzierenden rAAV vergleichsweise niedrig waren. 

25 Wie in DE 10044348 beschrieben, lassen sich mit Hilfe einer HeLa-Zell-basierten 
Verpackungszelllinie, in der die rep- und cap-Gene von AAV funktionell getrennt 
sind sowie das cap-Gen unter der Kontrolle auch der anderen, eigentlich dem rep- 
Gen zugeordneten, homologen Promotoren, im Falle von AAV-2 also P5, P19 und 
P40, steht hohe Ausbeuten an rAAV-Partikeln erzielen, ohne dass dabei jedoch 

30 replikationskompetente Wildtyp-AAV (rcAAV)-Partikel gebildet werden. Die 
Bezeichnungen P5, P19 und P40 werden fiir alle Serotypen verwendet (Xiao et al. 
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(1999) J. Virol. 73:3994-4003; Bantel-Schaal et al. (1999) J. Virol. 73:93947; 
Chiorini et al. (1999) J. Virol. 73:1309-19; Chiorini et al. (1997) J. Virol. 
71:6823-33); fiir AAV-4 wurde jedoch der P5-Promotor auch als P7-Promotor 
bezeichnet (Chiorini et al. (1997) J. Virol. 71:6823-33). 

5 

Unter den Ausdrtlcken „funktionell unabhangige Einheiten" oder „funktionell 
getrennt" wird verstanden, dass zwei oder mehrere Gene nicht iiberlappen, wobei 
der Begriff "Gen" neben der kodierenden Sequenz auch den entsprechenden Pro- 
motor umfasst. Konkret heifit dies fur das rep- und das cap-Gen, fur die im Wild- 

10 typ AAV-Genom die kodierende Sequenz des rep-Gens mit der kodierenden Se- 
quenz des cap-Gens und dem cap-Promotor (P40) iiberlappt, dass beide Gene 
nicht mehr uberlappen. Beispielsweise gelingt dies dadurch, dass beide Teile der 
gemeinsam verwendeten kodierenden Sequenz und der P40 Promoter dupliziert 
werden (siehe beispielsweise Fig. 8). Dies kann verschiedene Anordnungen der 

15 Gene in einem Genom bedeuten. Zum einen konnen die Gene an verschiedenen 
Orten im Genom lokalisiert sein, sei es an verschiedenen Stellen in das Genom 
integriert oder auf unterschiedlichen Plasmiden lokalisiert oder eine Mischung aus 
diesen beiden Moglichkeiten. Zum anderen k5nnen die Gene auch nebeneinander 
auf dem selben DNA-Molekul, beispielsweise einem Chromosom oder einem 

20 Plasmid, lokalisiert sein, wobei jedoch jedes Gen von seinem eigenen Promoter 
aus kontrolliert wird. Eine derartige Anordnung ist zum Beispiel dann wahr- 
scheinlich, wenn zwei Gene auf unterschiedlichen DNA-MolekOlen gemeinsam 
transfiziert werden. Diese Molekule konnen wahrend der Transfektion Konkata- 
mere bilden, die dann an einer Stelle in das Genom integrieren, jedoch nach wie 

25 vor tunktionell unabhangige Einheiten bilden. 

In den beschriebenen Zelllinien kdnnen die funktionell getrennten rep- und cap- 
Gene transient, also episomal, transfiziert vorliegen, oder an derselben Stelle bei- 
spielsweise als Konkatamere oder an verschiedenen Stellen in das zellulare Ge- 
30 nom integrieren. Der Vorteil einer solchen Anordnung liegt darin, dass fur die 
Rekonstituierung von rcAAV-Partikeln jeweils mindestens zwei unabhangige 
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Rekombinationsereignisse notwendig wSren, die mit einer Haufigkeit von je 10" 7 
pro Zellteilung, also insgesamt mit 10" M durchaus selten sind. In der Tat konnte in 
einer rekombinanten Viruspraparation, die 2x1 0 10 genomische Partikel enthielt, 
kein re AAV nachgewiesen werden. 

5 

„Die stabile Expression" eines Proteins in einer Zelle bedeutet, dass die fiir das 
Protein kodierende DNA in das Genom der Wirtszelle integriert ist und daher sta- 
bil bei der Zellteilung auf die Tochterzellen weitergegeben wird. Ferner kann 
"stabile Expression" bedeuten, dass die DNA episomal vorliegt und durch eine 

10 eigenstandige Replikation stabil gehalten wird. Dies gelingt beispielsweise durch 
bekannte, insbesondere virale Replikationssysteme bestehend aus einem Initiator- 
Protein (z. B. SV40 large T-Antigen, EBNA 1) und einem Replikationsursprung 
(z. B. SV40 ori, EBV oriP). Obwohl audi Episomen, wie beispielsweise Plasmi- 
de, unter bestimmten Bedingungen an die nfichste Generation weitergegeben wer- 

15 den konnen, geht genetisches Material, das episomal in der Wirtszelle vorliegt, 
schneller verloren als chromosomal integriertes Material. Beispielsweise ist es 
mflglich, die Aufrechterhaltung und Weitergabe des interessierenden genetischen 
Materials durch den Einbau eines selektierbaren Markers in unmittelbarer Nahe zu 
dem interessierenden Polynukleotid zu erreichen, wodurch die Wirtszellen, die 

20 das Polynukleotid tragen, unter Selektionsdruck gehalten werden konnen, 

Zusammenfassend wurde in DE 10044348 somit die Herstellung von HeLa-Zell- 
basierten VerpackungszelUinien beschrieben, in der die rep- und cap-Gene von 
AAV funktionell getrennt sind sowie das cap-Gen unter der Kontrolle der homo- 

25 logen Promotoren, z.B. P5, P19 und P40 steht. Dabei wurden fiir die AAV-2- 
Helferkonstrukte die Promotoiregionen der Promotoren P5, PI 9 und P40 durch 
Mutagenese derart verandert, dass zwar die Promotorfunktion hinsichtlich des 
Starts der Transkription intakt blieb, durch diese Konstrukte aber kein funktio- 
nelles Rep-Protein exprimiert werden konnte. Unter einem fiinktionellen Rep- 

30 Protein wird in diesem Zusammenhang verstanden, dass das Rep-Protein seine 
ihm zugeschriebenen Funktionen ausiiben kann. Im vorliegenden Fall werden 
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zwar kurze Rep-Fragmente synthetisiert, diese kSnnen aber keine wichtige Funk- 
tion der Rep-Proteine tibemehmen. Andere Mutagenese-MSglichkeiten zur Inak- 
tivierung der Expression des Rep-Proteins, z.B. durch die Inaktivierung des Starts 
der Transkription, sind dem Fachmann bekannt 

5 

So mussten fur die Adenovirus-induzierbare Transaktivierung des Promotors P40 
die beiden grofien Rep-Proteine Rep 68 und Rep 78, sowie die die fiir die AAV 
Verpackung essentiellen kleinen Rep-Proteine von einer zweiten Quelle (in trans 
oder in cis) zur Verfugung gestellt werden. Solche Rep-Expressionskonstrukte 
10 konnten nun stabil in das Genom der Wirtszellen integriert werden. Diese Kon- 
strukte besitzen den Vorteil, dass in Abwesenheit eines Helfervirus keine toxi- 
schen Mengen an Rep-Proteinen exprimiert werden und dennoch eine sehr starke, 
durch Helferviren induzierbare Rep-Proteinexpression gewShrleistet ist 

15 Als „cis"-Element zu einer kodierenden Sequenz wird generell ein operativ mit 
einem zu transkribierenden Gen verbundener Promoter bezeichnet, der sich aber 
nicht notwendigerweise in direkter rSumlicher NShe zu dem zu transkribierenden 
Gen befindet. Der Begriff „operativ verbunden" bezieht sich auf die Anordnung 
von zwei oder mehr Komponenten. Da die Komponenten in einer Beziehung zu- 

20 einander stehen, wird ihnen erlaubt, ihre Funktion in einer koordinierten Weise 
auszuaben. Beispielsweise ist eine transkriptionell regulatorische Sequenz oder 
ein Promoter operativ mit der kodierenden Sequenz verbunden, wenn die tran- 
skriptionell regulatorische Sequenz bzw. der Promoter die Transkription der ko- 
dierenden Sequenz reguliert bzw, startet Als „trans"-Element zu einer kodieren- 

25 den Sequenz bezeichnet man dagegen ein Element, das sich auf einem 
unterschiedlichen DNA Molekiil befindeL 

Unter dem Begriff regulatorische Sequenz" wird eine genomische Region ver- 
standen, welche die Transkription eines Genes, mit dem es verbunden ist, regu- 
30 liert Transkriptionell regulatorische Sequenzen, so wie sie in der vorliegenden 
Erfindung beschrieben sind, schliefien wenigstens einen transkriptionell aktiven 
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Promotor ein, kSnnen aber auch einen oder mehrere Enhancer und/oder Termina- 
toren der Transkription umfassen. 

Die eine Art von bevorzugten Helferkonstrukten fur die Herstellung der bevor- 
5 zugten Wirtszelle zur Verpackung von rAAV enthalt Nukleinsauresequenzen ko- 
dierend fttr mindestens ein Rep-Protein, wobei z.B. fur AAV-2 unter Rep- 
Proteinen die Proteine Rep 78, Rep 68, Rep 52 und Rep 40, insbesondere Rep 68, 
Rep 52 und Rep 40, vor allem Rep 68 und Rep 52 verstanden werden. Die andere 
Art von bevorzugten Helferkonstrukten enthalt Nukleinsauresequenzen, die fiir 
10 wenigstens eines der bekannten Cap-Proteine kodieren, wobei die Cap-Proteine 
die Proteine VP1, VP2 und VP3 sind. Die Gene fiir diese Proteine sowie die ITR- 
Sequenzen konnen aus Wildtyp-AAV isoliert werden, die in Form von Klonen 
allgemein erhaltlich sind. So ist beispielsweise der Klon pSM620 bei Samulski et 
al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:2077; der Klon pAVl bei Laughlen et al. 
15 (1983) Gene 23:65 und der Klon sub201 bei Samulski (1987) J. Virol. 61:3096 
beschrieben. 

In einer gemaB DE 10044348 besonders geeigneten Ausfiihrungsform wird fUr 
AAV-2 die Expression des Rep-Proteins durch den natiirlichen AAV-Promotor P5 
20 und die Expression des Cap-Proteins durch den natiirlichen AAV-Promotor P40, 
insbesondere durch die natiirlichen AAV-Promotoren P19 und P40, vor allem 
durch die natiirlichen AAV-Promotoren P5, P19 und P40 kontrolliert. Entspre- 
chendes gilt fiir die komplementaren Promotoren der anderen AAV-Serotypen. 

25 Vorhergehende Versuche hatten gezeigt, dass die Verwendung heterologer Pro- 
motoren fiir die Rep-Expression nicht zu einer adaquaten Regulation fiir eine hohe 
Ausbeute an rAAV fiihrte (Holscher C. et al. (1994) J. Virol. 68, 7169-7177); 
Yang Q. et al. (1994) J. Virol. 68, 4847-4856). In einer besonders bevorzugten 
Ausfiihrungsform von DE 10044348 enthalt das Cap-Expressionsplasmid fur 

30 AAV-2 die AAV-Promotoren P5, P19 und P40, urn eine regulierte Expression in 
AbhSngigkeit sowohl von Helfervirus-Infektion oder von Helfervirus- 
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Genprodukten, als auch von Rep-Protein-Expression zu erlauben, da diese Anord- 
nung am besten den natQrlichen lytischen AAV-Lebenszyklus widerspiegelt. Die- 
se Anordnung erwies sich fBr eine strikt reguUerte Cap-Protein-Expression als 
sehr geeignet. Obwohi bisher in der Literatur zahlreiche Studien publiziert sind, 
die heterologe Promotoren fur die Expression grofier Mengen an Cap-Proteinen 
verwendeten (Gao et ai. (1998), supra, Grimm D. (1998) Human Gene Therapy 
9:2745-2760), wurden im Rahmen dieser Erfindung die natQriichen Promotoren 
P5, P19 und P40 fur die Cap-Expression verwendet, weU festgestellt wurde, dass 
der P40-Promotor, wenn er sich nicht mehr in der natQrlichen Umgebung der 
weiteren Promotoren P5 und P19 befindet, als konstitutiver Promoter wirkt. 
Durch die Verwendung der natiirUchen AAV-Regulationssequenz konnte sicher- 
gestellt werden, dass Transkriptionsfaktoren, die fur die reguUerte Expression der 
cap-Gene benStigt werden, alle Bindestellen in der natUrlichen Promotorregion 
vorfinden, um ihre regulatorischen Funktionen auszuuben. 



15 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhmngsform von DE 10044348 sind die Ex- 
pression des Rep-Proteins und des Cap-Proteins in der Wirtszelle voneinander 
unabhangig reguliert. Dieser Ansatz wurde gewahlt, weil herausgefunden wurde, 
dass fur eine effiziente Verpackung von rAAV in stabilen Zelllinien zunachst eine 
20 schwache Cap-Expression erforderUch ist, da andemfalls hohe Cap-Mengen to- 
xisch auf die Zellen wirken bzw. grofie Mengen an leeren Kapsiden gebUdet wer- 
den. Zum Zeitpunkt der Verpackung muss hingegen eine starke Cap-Expression 
erfolgen. Diese beiden Kriterien kann ein konstitutiver, heterologer Promotor 
nicht gleichzeitig erfullen. Dies kann zwar durch die Verwendung von induzierba- 
ren, heterologen Promotoren verbessert werden, die exakte zeitliche Regulation 
sowie die Cap-Expressionsstarke durch derartige Promotoren sind in der Praxis 
jedoch auBerst schwer umzusetzen. Durch die Verwendung der natQrlichen ho- 
mologen Promotoren ist die Expression von Cap an die Aktivierung durch Helfer- 
virus-Genprodukte und/oder zeUulare Helfergene sowie Rep gekoppelt und somit 
30 zeitlich genau wie in der Wildtyp-Situation gesteuert. 



25 
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Besonders vorteilhaft erfolgt die Termination der Transkription der fur die Rep- 
Proteine und die Cap-Proteine kodierenden Nukleinsauren durch die naturlichen 
regulatorischen Sequenzen, insbesondere durch das natiirliche AAV-PolyA- 
Signal. Ahnlich wie bei der Initiation der Transkription erhbht auch die Verwen- 
5 dung homologer Sequenzen zur Termination der Transkription der AAV-cap- und 
rep-Gene die Menge der durch das AAV-Vektorsystem produzierten rAAV- 
Partikel. 

Geeigneterweise wird als Wirtszelle eine eukaryotische Zelle, bevorzugt eine 
10 SSugeizelle, besonders bevorzugt eine Insektenzelle oder menschliche Zelle oder 
eine Zelllinie, insbesondere HeLa-Zellen, A549 Zellen, K209 Zellen, B50 Zellen, 
Z211 Zellen (letztere siehe Gao G. et al. (2002) Mol. Ther. 5:644-649) verwendet. 
Grundsatzlich kann jede Zelle bzw. Zelllinie verwendet werden, die Sir das Vek- 
torkonstrukt, das Helferkonstrukt und gegebenenfalls fur das Helfervirus per- 
15 missiv, d.h. zuganglich ist HeLa-Zellen haben sich als besonders vorteilhaft er- 
wiesen, weil der AAV-P5-Promotor in HeLa-Zellen nahezu inaktiv ist und es 
deshalb moglich ist, in ihr Genom stabil eine Expressionkassette fur das AAV- 
Rep-Protein unter der Kontrolle der naturlichen regulatorischen Elemente zu inte- 
grieren, so dass das Rep-Protein in diesen Zellen nicht toxisch wirkt (Clarke et al. 
20 (1995) Human Gene Therapy 6, 1229-1341; Tamayose et al. (1996) Human Gene 
Therapy 7, 507-513; Inoue & Russell (1998) supra; Gao et al. (1998) supra). 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform von DE 10044348 besteht aus einem 
Helferkonstrukt enthaltend Nukleinsauresequenzen kodierend ftlr mindestens ein 

25 Rep-Protein, wobei die Rep-Proteine Rep 68, Rep 52 und/oder Rep 40, nicht aber 
Rep 78 sind, weil iiberraschenderweise festgestellt werden konnte, dass neben 
Rep 52, Rep 40 sowie den drei Cap-Proteinen VP1, VP2 und VP3 die zusatzliche 
Expression nur des Rep 68 ftlr die Verpackung von AAV-Vektoren ausreichend 
ist Der Vorteil dieser Rep 78-defizienten Helferkonstrukte liegt darin, dass das 

30 groBte Rep-Protein, das fur die Verpackungszellen am meisten toxisch ist, tiber- 
haupt nicht exprimiert wird. Ferner wurde herausgefunden, dass Rep 78 unter den 
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Rep-Proteinen die groBte hemmende Aktivitat auf zellulare Ablaufe wie bei- 
spielsweise die Transkription besitzL Daher kann bei Verwendung dieses Helfer- 
konstrukts aufgrund der Abwesenheit von Rep 78 die Verpackungseffizienz ge- 
steigert werden. Sowohl Rep 68 als auch Rep 78 werden im natttrlichen System 

5 durch den Promotor P5 exprimiert Die Verwendung des Rep 78-defizienten Hel- 
ferkonstrukts ist weiterhin vorteilhaft, weil Rep 68 im Vergleich zu Rep 78 in 
Adenovirus-infizierten Zellen den starkeren Transaktivator der AAV-Promotoren 
P19 und P40 darstellt (HSrer et al. (1995) J. Virol. 69, 5485-5496; Weger et al. 
(1997) J. Virol. 71, 8437-8447). Daher fflhrt die Verwendung dieses Rep 78- 

10 defizienten Helferkonstrukts zu einer gesteigerten Expression der kleineren Rep- 
Proteine Rep 40 und Rep 52 sowie der Capsidproteine und damit der gewunschten 
hoheren Verpackungseflfizienz. 

Die Verwendung von viralen Vektoren als virale Transduktionsvektoren in der 
15 Gentherapie erfordert im allgemeinen relativ groBe Mengen an rekombinanten 
Viruspartikeln. Der Ausdruck ,/ekombinant", so wie er im Rahmen dieser Erfin- 
dung gebraucht ist, bezieht sich dabei auf eine genetische Einheit, die gegeniiber 
jener Einheit, die natttrlicherweise gefunden wird, verandert ist. Somit sind Ver- 
fahren von grofier wirtschaftiicher Bedeutung, mit denen eine hohe Ausbeute an 
20 rekombinanten Viruspartikeln erzielt werden kann. Im Stand der Technik sind 
einige Verfahren bekannt, z.B. durch Optimierung der rAAV-Produktton mit Hil- 
fe des Herpes Simplex Amplicon-Systems (Feudner et al. (2001) J. Virol. Meth. 
96:97-105), durch die Verwendung eines rekombinanten Adenovirus, der rep und 
cap enthalt, als Helfervirus (Zhang et al. (2001) Gene Ther. 8:704-712) oder die 
25 HersteUung stabiler AAV-Produktionszelllinien (Clark et al. (1995) Hum. Gene 
Ther. 6:1329-1341). 

Trotz diesen im Stand der Technik bekannten Verfahren ist die Ausbeute an re- 
kombinanten Viruspartikeln haufig immer noch unzureichend. Dies gilt insbeson- 
30 dere fur die Falle, in denen mit Helfergenen und/oder -konstrukten stabU transfi- 
zierte ZeUen zur HersteUung von rekombinanten Viruspartikeln verwendet 
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werden (siehe z.B. Grimm und Kleinschmidt (1999) Hum. Gene Ther. 10:2445- 
2450, Seite 2447-2448 "Use of producer cell lines"). 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, Mittel und Verfahren bereitzu- 
5 stellen, die eine erhdhte Ausbeute bei der Herstellung rekombinanter Viruspartikel 
ermfiglichen. 

Die Aufgabe wird gelSst durch die Verwendung eines DNA- 
Methytterungsinhibitors zur Herstellung von viralen, von Parvoviren abgeleiteten 
10 Vektoren. 

Obeiraschenderweise hat sich im Rahmen der vorliegenden Erfindung herausge- 
stellt, dass durch die Zugabe von Methylierungsinhibitoren bei der Herstellung 
von viralen, von Parvoviren abgeleiteten Vektoren die Verpackungseffizienz 

15 deutlich gesteigert werden kann, und damit die Ausbeute an Vektoren wesentlich 
erhoht werden kann. Dies gilt in besonderem MaBe fxir rAAV und ganz besonders 
fiir die Herstellung von rAAV in stabilen AAV-Verpackungs- und/oder Produkti- 
onszelllinien. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es beispielsweise mog- 
lich, rAAV in stabilen AAV-Verpackungs- und/oder ProduktionszelUinien effizi- 

20 ent heizustellen. Dadurch kann nun erstmals bei der Herstellung von AAV in 
grofiem MaBstab mit stabilen Zelllinien gearbeitet werden, die derart konstruiert 
sind, dass aufgrund fast ausgeschlossener Rekombinationsereignisse eine beson- 
ders hohe Sicherheit besteht. Ein derartiger auf einer Methylierung bzw. deren 
Hemmung basierender Effekt bei der Herstellung von viralen, von Parvoviren 

25 abgeleiteten Vektoren wurde bislang in der Technik nicht beschrieben (siehe z.B. 
Tamayose et al. (1996) Hum. Gene Ther. 7:507-13; Inoue and Russell (1998) J. 
Virol. 72:7024-31; Liu et al. (1999) Gene Ther. 6:293-9; Chadeuf et al. (2000) J. 
Gene Med. 2:260-8; Tessier et al. (2001) J. Virol. 75:375-83). 



WO 03/046190 



PCT7EP02/13532 



-16- 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit die Verwendung eines DNA- 
Methylierungsinhibitors zur Herstellung von viralen, von Parvoviren abgeleiteten 
Vektoren. 

5 ErfindungsgemaB betrifit der Ausdruck ,,viraler Vektor" rekombinante Viren. Zur 
Definition des Begriffes „rekombinant" siehe oben. Wenn der Begriff auf ein Vi- 
rus angewendet wird, bedeutet dies, dass das Vims eine oder mehrere NukleinsSu- 
re/n trSgt, die durch eine Kombination von Klonierungs-, Restriktions- und/oder 
Ligationsschritten hergestellt wurde/n und die nattirlicherweise nicht in dem Virus 

10 vorkommt/vorkommen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind die folgenden Definitionen von all- 
gemeiner Bedeutung: 

15 Die Begriff e „Gene" bzw. „Gensequenzen" beziehen sich auf ein Polynukleotid, 
das mindestens einen offenen Leserahmen aufweist und das die Fahigkeit besitzt, 
durch Transkription und Translation ein bestimmtes Protein zu bilden. 

Der Begriff „Protein" bezieht sich auf ein Polymer von Aminosauren beliebiger 
20 LMnge. Der Begriff schliefit ebenso Proteine mit ein, die posttranslationale Modi- 
fikationsschritte durchlaufen haben, wie beispielsweise Glykosylierung, Acetylie- 
rung oder Phosphory tierung. 

Unter den Begriffen „Nukleinsaure u , „DNA tl und „Polynukleotide" im Sinne der 
25 vorliegenden Erfindung sind polymere Formen von Nukleotiden jeder Lange zu 
verstehen, wobei sich der Begriff nur auf die Primarstruktur des Molekiils bezieht. 
Daher sind einzel- und doppelstrangige DNA-Molekiile ebenso von diesem Be- 
griff umfasst wie modifizierte Polynukleotide wie beispielsweise methylierte oder 
geschutzte (= capped) Polynukleotide. 
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ErfindungsgemfiB bezieht sich der Ausdruck „von einem Parvovirus abgeleitet" 
auf einen Vektor, der Sequenzen von AAV oder einem anderen Parvovirus ent- 
halt, wobei diese Sequenzen verSndert sein konnen. 

5 ErfindungsgemaB bezieht sich der Ausdruck , JDNA-Methylierungsinhibito^ auf 
jede Substanz, die in der Lage ist, die Methylierung von DNA zu inhibieren. 

Die erfindungsgemaBe Verwendung des DNA-Methylierungsinhibitors fuhrt zu 
einer Steigerung der Verpackungseffizienz auf eine H5he von mindestens 10 6 , vor 

10 allem 10 7 , bevorzugt 10 8 , insbesondere 10 9 transduzierenden Partikeln/ml Rohly- 
sat bzw, von mindestens 10 10 , vor allem 10 u , bevorzugt 10 12 , insbesondere 10 13 
genomischen Partikeln/ml Rohlysat Dies entspricht 10 5 bis 10 8 genomischen Par- 
tikeln pro ausgesate Zelle. Die Verpackungseffizienz kann indirekt durch die Be- 
stimmung des transduzierenden AAV-Titers mittels geeigneter Zelllinien be- 

15 stimmt werden. Diese erfolgte hier konkret durch die Messung der B7.2-positiven 
Zellen durch Fluoreszenz-Markierung von B7.2 und Zahlung durch FACS- 
Analyse, Vann aber bei anderen Transgenen durch einen anderen gangigen Pro- 
teinnachweis erfolgen. Eine entsprechende Bestimmung ist in Fig. 1 dargestellt 
Der transduzierende Titer ist abhSngig vom Detektionsverfahren sowie vom ver- 

20 wendeten Zelltyp, so dass bei der Auswahl des Nachweissystems ftir den entspre- 
chenden Parvovirus bzw. AAV-Serotyp geeignete Zellen zu wahlen sind, zum 
Beispiel HeLa-Zellen fur AAV-2. Unabh^ngig vom Zelltyp ist der genomische 
Titer. Den genomischen Titer kann man z.B. nach Veldwijk MR et al. (2002) Mol. 
Ther. 6:272-8 mittels Real-time PCR ermitteln. 

25 Somit wird durch die erfindungsgemaBe Verwendung eine Steigerung der Ver- 
packungseffizienz bei stabil transfizierten Zellen um bis zu 27fach erreicht, wobei 
auch Werte von mindestens Sfach, vor allem lOfach, bevorzugt 20fach und insbe- 
sondere 25fach erfindungsgemaB mQglich sind. Diese Zahlenwerte beziehen sich 
auf einen Vergleich mit Experimenten ohne Verwendung von DNA- 

30 Methylierungsinhibitoren. 
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Gemafi einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung bezdeht 
sich ein ,,DNA-Memylierungsinhibitor" auf eine beliebige niedermolekulare Sub- 
stanz, ein Nukleosid- (oder Nukleotid-) Analogon, Peptid, Antikorper oder auf 
5 MolekOle, Molekiilkomplexe oder Gene, die in der Lage sind, die Methylierung 
von DNA zu inbibieren oder eine methylierte DNA zu demethylieren. 

Unter einer „niedermolekularen Substanz" sind MolekOle, Verbindungen und/oder 
Zusammensetzungen oder Stoffgemische zu verstehen, insbesondere nieder- 
10 molekulare, organische oder anorganische MolekOle oder Verbindungen, vor- 
zugsweise MolekOle oder Verbindungen mit einer relativen Molmasse bis ca. 
1.000, insbesondere von ca. 500. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist der DNA-Metby- 
15 Uerungsinbibitor in der Lage, die Aktivitat der DNA-Cytosin-Methyltransferase 
(DNMT) zu hemmen. 

GemaB besonders bevorzugter Ausfuhrungsformen ist der DNA-Methylierungs- 
inbibitor daher ein Nukleosid-Analogon, ein niedermolekularer Inhibitor, ein von 
20 DNA abgeleiteter direkter Inhibitor der DNA-Cytosin-Methyltransferase, ein An- 
tisense Oligonukleotid-Inhibitor der DNA-Cytosin-Methyltransferase (siehe Szyf, 
M., Curr. Drug Targets (2000), 1:101-118) oder ein Herpes-Virus, insbesondere 
ein HSV oder Herpes-virale Gene. 

25 Beispiele fur Nukleosid-Analoga sind 5-Aza-Cytidin oder sein Desoxyanalogon 
5-Aza-Desoxycytidin oder 5-Fluorocytosin. 

Niedermolekulare Inhibitoren sind z.B. S-Adenosyl-Homocystein oder EGX30P 
(EpiGenX). 

30 
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Anf DNA basierende direkte Inhibitoren der DNA-Cytosin-Methyltransferase 
sind z.B. kurze Phosphorfhioat-modifizierte Oligonukleotide, welche eine Haar- 
nadelstruktur aufweisen und eine Anzahl von methylierten CGs auf einem Ann 
der Haarnadelstruktur und nicht-methylierte CGs auf dem anderen Arm tragen, 
5 wodurch sie dem hemi-methylierten Substrat von DNA-Cytosin-Methyltrans- 
ferase ahneln (Szyf, M., supra). 

Antisense Oligonukleotidinhibitoren der DNA-Cytosin-Methyltransferase sind 
z.B. spezifische antisense Oligonukleotide, die sowohl fiir die DNMT1 mRNA 
10 der Maus als auch fiir die des Menschen untersucht (gescreened) und ausgewahlt 
worden sind (Ramchamdani, S. et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:684- 
689; Found, M. et al. (1999) J. Biol. Chem. 274:24250-24256). 

GemaB einer ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist der DNA- 
Methylierungsinhibitor daher ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 5-Aza- 
Cytidin, 5-Aza-Desoxycytidin, 5-Fluorocytosin, S-Adenosyl-Homocystein oder 
EGX30P. 

GemSfi einer weiteren ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist der 
DNA-Methylierungsinhibitior ein Herpes- Virus, bevorzugt ein HSV, insbesonde- 
re ein HSV-1 oder HSV-2, bzw. von diesen abgeleitete Viren. Ohne auf einen 
Mechanismus festgelegt zu sein, scheint die Infektion mit einem Herpes- Virus die 
zellulSre Genexpression so zu verandern, dass diese zu einer verminderten Me- 
thylierung von Genen ftihrt Andere denkbare Mechanismen sind, dass Herpes- 
Viren selbst fur ein Enzym kodieren, dass die Methylierung von Genen riickgan- 
gig macht oder aber dass Herpes-Viren in der Lage sind, unabhSngig vom Methy- 
lierungsstatus von Genen deren Transkription zu bewirken. 

Eine weitere ganz besonders bevorzugte Ausfiihrungsform fiir einen DNA- 
Methylierungsinhibitor sind Herpes-virale Gene. Unter dem Begriff "Heipes- 
virale Gene" werden die Gene von Herpes-Viren verstanden, deren Genprodukte 
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die Methylierung der DNA inhibieren, aufheben oder die Transkription methylie- 
rungsunabhangig machen. So konnen fur die AAV-Herstellung anstelle einer In- 
fektion der Zellen mit einem Herpes- Virus die Herpes-viralen Gene auch transient 
oder insbesondere stabil in die Zellen transfiziert werden und so analog zu einer 
5 Infektion mit einem Herpes-Virus als Methylierungsinhibitor fiingieren. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird im Rahmen der erfindungsge- 
mafien Verwendung der virale Vektor in einer Zelle hergestellt, die die zur Bil- 
dung von Vimspartikeln notwendigen Gene umfasst. Dazu wird auf die obigen 

10 Erlauterungen beziiglich Genen, die fur die Partikelbildung erforderlich sind, Be- 
zug genommen. Bei den verweiideten Zellen handelt es sich um eukaryotische 
Zellen, bevorzugt um SSugerzellen, besonders bevorzugt um Insektenzellen oder 
menschliche Zellen oder Zelllinien, insbesondere um HeLa-Zellen, A549 Zellen, 
K209 Zellen, B50 Zellen, Z211 Zellen (letztere siehe Gao G. et al. (2002) MoL 

15 Ther. 5:644-649). GrundsStzlich kann jede Zelle bzw. Zelllinie verwendet werden, 
die fur das Vektorkonstrukt, das Helferkonstrukt und gegebenenfalls fur das Hel- 
fervirus permissiv, dh. zuganglich ist. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird im Rahmen der erfindungsge- 
20 maBen Verwendung der virale Vektor von einer Vektorzelle hergestellt. Der Be- 
griff „Vektorzelle" bezieht sich auf eine Zelle, welche mindestens ein Vektorkon- 
strukt, aber kein Helferkonstrukt enthalt. Dies bedeutet, dass die Vektorzelle das 
Ausgangsmaterial ftir die Herstellung der viralen Vektoren darstellt und dass 
weitere, ftir die Partikelbildung wichtige Faktoren wie beispielsweise Helferkon- 
25 strukte wahrend des Herstellungsverfahrens hinzugefflgt werden. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird im Rahmen der erfindungsge- 
maBen Verwendung der virale Vektor von einer Verpackungszelle hergestellt. Der 
Begriff „Verpackungszelle" bezieht sich auf eine Zelle, die mindestens ein Hel- 
30 ferkonstrukt, aber kein Vektorkonstrukt enthalt. Dies bedeutet, dass die Verpak- 
kungszelle das Ausgangsmaterial fur die Herstellung der viralen Vektoren dar- 
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stellt und dass weitere, flir die Partikelbildung wichtige Faktoren wie beispiels- 
weise Vektorkonstrukte wahrend des Herstellnngsverfahrens hinzugefiigt werden. 

GemSB einer bevorzugten Ausfilhrungsform wird im Rahmen der erfindnngsge- 
5 maBen Verwendung der virale Vektor von einer Produktionszelle hergestellt Der 
Begriff produktionszelle" bezieht sich auf eine Zelle, welche sowohl mindestens 
ein Helferkonstrukt, als auch mindestens ein Vektorkonstmkt enthalt Dies be- 
deutet, dass die Produktionszelle das Ausgangsmaterial fiir die Herstellung der 
viralen Vektoren darstellt Falls Helfergene fiir die Herstellung der viralen Vekto- 
10 ren erforderlich sind, so werden sie wahrend des Herstellungsverfahrens hinzuge- 
fiigt. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform sind die Verpackungszelle, 
die Vektorzelle und/oder die Produktionszelle mit Helferkonstrukten stabil trans- 
15 fiziert. Verfahren zur stabilen Transfektion sind dem Fachmann bekannt (siehe 
z.B. Gao et al. (2002) MoL Ther. 5:644-649). 

GemaB besonders bevorzugter Ausfthrungsfonnen liegen in den Verpackungs- 
und Produktionszelllinien die einzelnen Gene auf dem/den Helferkonstrukten in 
20 einer funktionell getrennten Form vor (zur Definition siehe oben). 

Daher sind in einer bevorzugten Ausfuhrungsform in dem im Rahmen der erfin- 
dungsgemSBen Verwendung hergestellten, viralen Vektor nicht mehr als 50 %, 
bevorzugt nicht mehr als 20 %, besonders bevorzugt nicht mehr als 10 % der vor- 
25 handenen Methylierungstellen methyliert. 

Oberraschenderweise hat sich in der vorliegenden Erfindung gezeigt, dass bei der 
Herstellung von viralen Vektoren insbesondere die Methylierung der rep- und 
cap-Gene oder auch nur derer Promotoren fiir die geringe Ausbeute an rAAV 
30 Partikeln verantwortlich ist Dies konnte dadurch gezeigt werden, dass eine zu- 
satzliche Transfektion des/der entsprechenden Plasmids/Plasmide enthaltend rep- 
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und cap-Gene die Produktion von rAAV in 11-20-23 Zellen, die mit Adenoviren 
infiziert wurden, ebenfaUs wieder herstellte. 1 1-20-23 Zellen wurden durch stabile 
Transduktion (mit rAAV-(B7.2/GM-CSF)) einer stabilen Verpackungszelllinie 
(stabile Expression von Rep und Cap) hergestellt Bei der Verpackungszelllinie 

5 handelt es sich urn einen Subklon der in WO 02/20748 beschriebenen Zelllinie 
C97 (siehe Beispiele 8 und 9), die auf HeLa-Zellen basiert Die Wiederherstellung 
der rAAV-Produktion durch eine zusatzliche Transfektion des/der entsprechenden 
Plasmids/Plasmide enthaltend rep- und cap-Gene bedeutet, dass die Methylierung 
von zellularen Genen bzw. deren Promotoren, die in dem beschriebenen Fall 

10 weiterhin bestanden haben muss, offensichtlich keinen negativen Einfluss auf die 
Herstellung der viralen Vektoren hat Dieser Versuch ist ein weiterer Hinweis 
darauf, dass Parvoviren nicht mit anderen Virusfamilien verglichen werden k8n- 
nen, da diese im Gegensatz zu Parvoviren keine rep- bzw. cap-Gene besitzen. Oh- 
ne an eine Theorie gebunden zu sein ist es somit wahrscheinlich, dass eine Me- 

15 thylierung der an der Herstellung der viralen Vektoren beteiligten rep- und cap- 
Gene ein Grund fur die haufig beobachtete niedrige Ausbeute bei der Herstellung 
viraler Vektoren ist. 

Daher wird in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung durch 
20 den Einsatz des DNA-Methylierungsinhibitors die Methylierung der in den rep 
und cap Genen oder deren Promotoren vorhandenen Methylierungsstellen inhi- 
biert. Die Inhibierung der Methylierung betriffi dabei jede Form der rep- und cap- 
Gene wie sie in der voriiegenden Erfindung verwendet werden, z.B. in Verpak- 
kungszelllinien, in denen die rep- und cap-Gene funktionell getrennt episomal 
25 transfiziert oder stabil in das Wirtszellgenom integriert vorliegen. 

Gemafl einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der virale, von Par- 
voviren abgeleitete Vektor ein Vektorkonstrukt. 

30 Wie oben ausgefuhrt ist es bei 'manchen viralen Vektoren wie beispielsweise 
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AAV erforderlich, dass zur Partikelbildung noch Helfergene vorhanden sind, die 
aus anderen Viren, sog. Helferviren stammen. In diesem Fall ist es zunachst eifin- 
dungsgemSB eingeschlossen, dass diese Helfergene in der Zelle, in der der virale 
Vektor hergestellt wird, enthalten sind. Diese k5nnen beispielsweise stabil inte- 
5 griert oder episomal vorliegen. 

GemaB einer bevorzugten Ausffihrungsform der Erfindung wird jedoch zur Her- 
steilung des viralen Vektors zusatzlich ein Helfervirus zugesetzt, das in seinem 
Genom die entsprechenden Helfergene enth§lt Beispiele geeigneter Helferviren 
10 sind dem Fachmann bekannt und schlieflen Adenoviren, Herpes Simplex Viren 
oder Vaccinia- Viren ein. 

Grundsatzlich kann der DNA-Methylierungsinhibitor in jedem Stadium der Her- 
stellung der viralen Vektoren bis zur Ernte der viralen Vektoren zugegeben wer- 
15 den. BevorzugtennaBen erfolgt die Zugabe jedoch mit oder vor der Aktivierung 
der Virusherstellung, z.B. durch Infektion mit einem Helfervirus im Falle der 
AAV-Herstellung oder sonstige Aktivierung der Virusherstellung. 

Es hat sich herausgestellt, dass ein mSglichst fruher Einsatz besonders vorteilhaft 
20 ist. Gemafi einer besonders bevorzugten Ausfilhrungsform wird der DNA- 
Methylierungsinhibitor vor dem Zusetzen des Helfervirus eingesetzt, falls ein Zu- 
setzen eines Helfervirus zur Herstellung viraler Partikel erforderlich ist. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist der virale, von einem Parvovirus 
25 abgeleitete Vektor, von einem adeno-assoziierten Virus (AAV), abgeleitet (Pfeifer 
und Verma (2001) AnniL Rev. Genomics Hum. Genet 2:177-21 1). 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist der virale Vektor von 
AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7 oder AAV-8 abge- 
30 leitet. 
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Beispiele fur solche viralen Vektoren sind allgemein bekannt (siehe oben). 

Gemafi einer bevorzugten AusfUhrungsfonn werden zur Herstellung von rAAV 
ein Vektorkonstrukt, umfassend das oder die Transgen(e) flankiert von einer, be- 

5 vorzugt zwei ITR-Regionen, und ein oder mehrere Helferkonstrukt(e) umfassend 
die rep- und cap-Gene verwendet Zur genaueren Erlauterung wird auf die obigen 
Passagen, in denen die Herstellung von AAV-Vektoren beschrieben wird, verwie- 
sen. GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird zusatzlich ein 
Helfervirus, beispielsweise Adenovirus, Herpes-Viren oder Vaccinia Viren, ver- 

10 wendet. 

Gemafi einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden fur die Herstellung von vira- 
len, von AAV abgeleiteten Vektoren HeLa-Zellen verwendet. Grundsatzlich kann 
jedoch jede Zelllinie verwendet werden, die fur das Vektorkonstrukt, das Heifer- 
15 konstrukt und gegebenenfalls fiir das Helfervirus permissiv, d.h. zugSnglich ist 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird fur die Herstellung von viralen, 
von AAV abgeleiteten Vektoren eine Verpackungszelllinie verwendet, die Kopien 
des gesamten AAV-Genoms ohne die flankierenden ITRs und mit rep- und cap- 
20 Genen unter Kontrolle ihrer natiirlichen viralen Promotoren enthalt (siehe oben). 
Diese Promotoren, P5, PI 9 und P40, sind in Abwesenheit einer Infektion durch 
ein Helfervirus inaktiv (Inoue and Russell (1998) J. Virol. 72:7024-7031; Gao et 
al. (1998) Human Gene Therapy 9:2353-2362). 

25 GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Verpackungszell- 
linie mit einem Vektorkonstrukt transfiziert. 

Danach wird gemafi einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform die mit dem 
Vektorkonstrukt transfizierte Zelllinie mit einem Helfervirus transduziert, was die 
30 Expression der AAV-Gene induziert. Solche Zelllinien konnen fiir die Herstellung 
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grofler Mengen an AAV, speziell fiir kommerzielle Anwendungen verwendet 
werden (siehe oben). 

Gemafl einer ganz besondeis bevorzugten Ausfiihrungsfonn wird an Stelle einer 
5 Verpackungszelllinie eine Produktionszelllinie verwendet (zur Definition siehe 
oben). Dies bedeutet, dass die Transfektion mit einem Vektorkonstrukt nicht er- 
forderlich ist Hingegen ist die Transduktion mit einem Helfervirus in der Regel 
erforderlich. 

10 Gemafl einer ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsfonn sind die rep- und cap- 
Gene in den Verpackungs- oder Produktionszellen funktionell getrennt (siehe 
oben und DE 10044348). 

Gemafl einer bevorzugten Ausfiihrungsfonn ist die Verpackungs-, Vektor- oder 
15 Produktionszelle Helfervirus-unabhangig, d.h. die AAV-Produktion erfordert kei- 
ne Infektion mit einem Helfervirus. Eine solche von einem Helfervirus unabhSn- 
gige Verpackungs-, Vektor- oder Produktionszelle enthalt normalerweise Gene, 
die fiir die Induktion der AAV-Produktion unter der Kontrolle eines induzierbaren 
Promotors notwendig sind. Solche Gene konnen viraler oder zellulSrer Herkunft 
20 sein. 

Gemafl einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsfonn steht das cap-Gen in den 
Verpackungs- oder Produktionszellen unter der Kontrolle auch der anderen, ei- 
gentiich dem rep-Gen zugeordneten, homologen Promotoren. 

25 

Gemafl einer ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsfonn sind dies im Falle 
von AAV-2 die Promotoren P5, PI 9 und P40 (siehe oben und DE 10044348). 

Gemafl einer ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsfonn bedeutet der Ans- 
30 druck funktionell getrennt" in diesem Zusammenhang, dass das rep-Gen und das 
cap-Gen auch hinsichtlich ihrer Promotoren nicht tiberlappen. Beispielsweise ge- 
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lingt dies dadurch, dass beide Teile der gemeinsam verwendeten kodierenden Se- 
quenz und der P40 Promotor dupliziert werden (siehe beispielsweise Fig. 8). Er- 
findungsgemaB kann dies verschiedene Anordnungen der Gene in einem Genom 
bedeuten. Zum einen k6nnen die Gene an verschiedenen Orten in der Zelle lokali- 

5 siert sein, beispielsweise an verschiedenen Stellen des Genoms integriert vorlie- 
gen, auf Plasmiden liegen sowie zum Teil integriert und auf Plasmiden vorliegen. 
Zum anderen konnen die Gene auch nebeneinander auf dem selben DNA- 
Molekul, beispielsweise einem Chromosom oder einem Plasmid, lokalisiert sein, 
wobei jedoch jedes Gen von seinem eigenen Promotor aus kontrolliert wird. Eine 

10 derartige Anordnung ist zum Beispiel dann wahrscheinlich, wenn zwei Gene auf 
unterschiedlichen DNA-Molekulen gemeinsam transfiziert werden. Diese Mole- 
kule kSnnen wahrend der Transfektion Konkatamere bilden, die dann an einer 
Stelle in das Genom integrieren, jedoch nach wie vor funktioneU unabhangige 
Einheiten bilden. 



15 



GemaB bevorzugten Ausfuhrungsformen liegen in den Verpackungs- oder Pro- 
duktionszellen die funktioneU getrennten rep- und cap-Gene transient, also episo- 
mal, transfiziert vor oder sind an derselben SteUe beispielsweise als Konkatamere 
oder an verschiedenen Stellen in das zellulare Genom integriert. Der Vorteil einer 

20 solchen Anordnung liegt darin, dass fur die Rekonstituierung von replikations- 
kompetenten Wildtyp-AAV (rcAAV)-Partikeln jeweils mindestens zwei unab- 
hangige Rekombinationsereignisse notwendig waren, die mit einer Haufigkeit von 
je 10 -7 pro Zellteilung, also insgesamt mit 10' 14 durchaus selten sind. In der Tat 
konnte in einer rekombinanten Viruspraparation, die 2xl0 10 genomische Partikel 

25 enthielt, kein rcAAV nachgewiesen werden. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonn sind beim cap-Gen die 
Promotoren P5, P19 und P40 durch Mutagenese derart verandert, dass zwar die 
Promotorfunktion hinsichtlich des Starts der Transkription intakt ist, durch diese 
30 Konstrukte aber kein funktionelles Rep-Protein exprimiert werden kann (siehe 
oben). Andere Mutagenese-M8glichkeiten zur Inaktivierung der Expression des 
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Rep-Proteins, z.B. durch die Inaktivierung des Starts der Transkription, sind dem 
Fachmann bekannt. 

GemaB einer ganz besonders bevorzugten Ausftihrungsform werden ftir die Ade- 
5 novirus-induzierbare Transaktivierung des Promoters P40 die beiden groflen Rep- 
Proteine Rep 68 und Rep 78 yon einer zweiten Quelle (in trans Oder in cis, zur 
Definition siehe oben) zur Verfugung gestellt. Solche Rep-Expressionskonstrukte 
konnten nun stabil in das Genoni der Wirtszellen integriert werden. Diese Kon- 
strukte besitzen den Vorteil, dass in Abwesenheit eines Helfervirus keine toxi- 
10 schen Mengen an Rep-Proteinen exprimiert werden und dennoch eine sehr starke, 
durch Helferviren induzierbare Rep-Proteinexpression gewShrleistet ist. 

GemaB einer weiteren bevoizugten Ausffihrungsform enthalt eine Art von bevor- 
zugten Helferkonstrukten zur Verpackung von rAAV Nukleins&uresequenzen 
15 kodierend fur mindestens ein Rep-Protein, wobei z.B. fiir AAV-2 unter Rep- 
Proteinen die Proteine Rep 78, Rep 68, Rep 52 und Rep 40, insbesondere Rep 68, 
Rep 52 und Rep 40, vor allem Rep 68 und Rep 52 verstanden werden. Die andere 
Art von bevorzugten Helferkonstrukten enthalt NukleinsSuresequenzen, die fiir 
wenigstens eines der bekannten Cap-Proteine kodieren, wobei die Cap-Proteine 
die Proteine VP1, VP2 und VP3 sind. Die Gene Air diese Proteine sowie die ITR- 
Sequenzen kSnnen aus Wildtyp-AAV isoliert werden, die in Form von Klonen 
allgemein erhaltlich sind. So ist beispielsweise der Klon pSM620 bei Samulski et 
al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:2077; der Klon pAVl bei Laughlen et al. 
(1983) Gene 23:65 und der Klon sub201 bei Samulski (1987) J. Virol. 61:3096 
beschrieben. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform wird ftir AAV-2 die Ex- 
pression der Rep-Proteine durch die nattlrlichen Promotoren P5 und P19 (P5 fiir 
Rep 78/Rep 68 und PI 9 fiir Rep 52/Rep 40) und die Expression des Cap-Proteins 
durch den naturlichen AAV-Promotor P40, insbesondere durch die natiirlichen 
AAV-Promotoren P19 und P40, vor allem durch die natiirlichen AAV- 
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Promotoren P5, P19 und P40 kontrolliert Entsprechendes gilt fur die komple- 
mentaren Promotoren der anderen AAV-Serotypen. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt das Cap- 
5 Expressionsplasmid fiir AAV-2 die AAV-Promotoren P5, P19 und P40, urn eine 
regulierte Expression in AbhSngigkeit sowohl von Helfervirus-Infektion oder von 
Helfervirus-Genprodukten, als auch von Rep-Protein-Expression zu erlauben, da 
diese Anordnung am besten den natiirlichen lytischen AAV-Lebenszyklus wider- 
spiegelt. Durch die Verwendung der natOrlichen AAV-Regulationssequenzen wird 
10 sichergestellt, dass Transkriptionsfaktoren, die fur die regulierte Expression der 
cap-Gene benStigt werden, alle Bindestellen in der natOrlichen Promotorregion 
vorfinden, urn ihre regulatorischen Funktionen auszuiiben (siehe oben). 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform sind die Expression des 
15 Rep-Proteins und des Cap-Proteins in der Zelle voneinander unabhangig reguliert. 
Dieser Ansatz wurde gewahlt, weil herausgefunden wurde, dass fur eine effiziente 
Verpackung von rAAV in stabilen Zelllinien zunachst eine schwache Cap- 
Expression erforderlich ist, da andernfalls hohe Cap-Mengen toxisch auf die Zel- 
len wirken bzw. groBe Mengen an leeren Kapsiden gebildet werden. Zum Zeit- 
20 punkt der Verpackung muss hingegen eine starke Cap-Expression erfolgen. Diese 
beiden Kriterien kann ein konstitutiver, heterologer Promoter nicht gleichzeitig 
erfttllen. Dies kann zwar durch die Verwendung von induzierbaren, heterologen 
Promotoren verbessert werden, die exakte zeitliche Regulation sowie die Cap- 
Expressionsstarke durch derartige Promotoren sind in der Praxis jedoch SuBerst 
25 schwer umzusetzen. Durch die Verwendung der natiirlichen homologen Promoto- 
ren ist die Expression von Cap an die Akuvierung durch Helfervirus-Genprodukte 
und/oder zelluiare Helfergene sowie Rep gekoppelt und somit zeitlich genau wie 
in der Wildtyp-Situation gesteuert. 



30 GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die Termination der 
Transkription der fur die Rep-Proteine und die Cap-Proteine kodierenden Nu- 



WO 03/046190 



PCTYEP02/13532 



-29- 

kleinsauren durch die nattlrlichen regulatorischen Sequenzen, insbesondere durch 
das natOrliche AAV-PolyA-Signal. Ahnlich wie bei der Initiation der Transkripti- 
on verstfirkt auch die Verwendung homologer Sequenzen zur Termination der 
Transkription der AAV cap- und rep-Gene die Menge der durch das AAV- 
5 Vektorsystem produzierten rAAV-PartikeL 

Geeigneterweise wird als Zelle im Rahmen der erfindungsgemSBen Verwendung 
bei der Herstellung viraler Vektoren im Allgemeinen und von AAV-Vektoren im 
Besonderen eine eukaryotische Zelle, bevorzugt eine SaugerzeUe, besonders be- 

10 vorzugt eine Insektenzelle oder menschliche Zelle oder Zelllinie, insbesondere 
HeLa-Zellen, A549 Zellen, K209 Zellen, B50 Zellen, Z211 Zellen (letztere siehe 
Gao G. et aL (2002) Mol. Ther! 5:644-649) verwendet Grundsatzlich kann jede 
Zelle bzw. Zelllinie verwendet werden, die fur das Vektorkonstrukt, das Helfer- 
konstrukt und gegebenenfalls fur das Helfervirus permissiv, dh. zuganglich ist 

15 HeLa-Zellen haben sich als besonders vorteilhaft erwiesen, weil der AAV-P5- 
Promotor in HeLa-Zellen nahezu inaktiv ist und es deshalb moglich ist, in ihr Ge- 
nom stabil eine Expressionkassette fur das AAV-Rep-Protein unter der Kontrolle 
der naturlichen regulatorischen Elemente zu integrieren, so dass das Rep-Protein 
in diesen Zellen nicht toxisch wirkt (Clarke et al. (1995) Human Gene Therapy 6, 

20 1229-1341; Tamayose et al. (1996) Human Gene Therapy 7, 507-513; Inoue & 
Russell (1998) supra; Gao et al. (1998) supra). 

GemSB einer besonders bevorzugten Ausflihrungsform enthalt das Helferkon- 
strukt Nukleinsauresequenzen kodierend fur mindestens ein Rep-Protein, wobei 

25 die Rep-Proteine Rep 68, Rep 52 und/oder Rep 40, nicht aber Rep 78 sind. Der 
Vorteil dieser Rep 78-defizienten Helferkonstrukte liegt darin, dass das grofite 
Rep-Protein, das fiir die Verpackungszellen am meisten toxisch ist und das die 
grofite hemmende Aktivitat auf zellulare Ablaufe wie beispielsweise die Tran- 
skription und den Zellzyklus besitzt, uberhaupt nicht exprimiert wird. Daher kann 

30 bei Verwendung dieses Helferkonstrukts aufgrund der Abwesenheit von Rep 78 
die VerpackungsefBzienz gesteigert werden. Sowohl Rep 68, als auch Rep 78 
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werden im natiirlichen System durch den Promoter P5 exprimiert. Die Verwen- 
dung des Rep 78-defizienten Helferkonstrukts ist weiterhin vorteilhaft, weil Rep 
68 im Vergleich zu Rep 78 in Adenovirus-infizierten Zellen den stSrkeren Trans- 
aktivator der AAV-Promotoren P19 und P40 darstellt (Horer et al. (1995) J. Virol. 
5 69, 5485-5496; Weger et al. (1997) J. Virol. 71, 8437-8447). Daher fuhrt die 
Verwendung dieses Rep 78-defizienten Helferkonstrukts zu einer gesteigerten 
Expression der kleineren Rep-Proteine Rep 40 und Rep 52 sowie der Capsidpro- 
teine und damit zu der gewunschten hoheren Verpackungseffizienz. 

10 Fiir die Herstellung des Rep 78-defizienten Helferkonstruktes pU- 
CRep68,52,40Cap(RBS)dl37 (vgl Fig. 9) wurden die AAV Sequenzen von Nu- 
kleotid 201 bis Nukleotid 4497 einschlieBlich der Deletion der Intronsequenz so- 
wie von Nukleotid 658 bis Nukleotid 4460 in das bakterielle Expressionsplasmid 
pUC19 kloniert, wobei die Bindestellen fiir das Rep-Protein in der pUC19- 

15 Sequenz deletiert wurden (vgl. DE 19905501, Beispiel 5). Durch Anwendung 
dieser Strategic sind zwei rep- sowie wenigstens zwei cap-Gene mit jeweils einer 
eigenen Poly(A)-Sequenz fur die Termination der Transkription hintereinander 
angeordnet. Ausgehend vom ersten Abschnitt (AAV-Sequenz Nukleotid 201 bis 
Nukleotid 4497) konnen die Rep-Proteine Rep 68 und Rep 40 sowie die Cap- 

20 Proteine VP2 und VP3 exprimiert werden, wahrend ausgehend vom zweiten Ab- 
schnitt (AAV-Sequenz Nukleotid 658 bis Nukleotid 4460) die Rep-Proteine Rep 
52 und Rep 40 sowie die Cap-Proteine VP1, VP2 und VP3 exprimiert werden. 
Insgesamt werden damit alle AAV-2 Proteine mit Ausnahme von Rep 78 kodiert. 

25 Fiir die Herstellung des ebenfalls Rep 78-defizienten Helferkonstrukts 
pUCdlRep78Cap(RBS)dl37 (vgl. Fig. 7) wurden die genannten AAV-Sequenzen 
(nt 201-2310; nt 658-4460 einschlieBlich der Deletion der Intronsequenz) eben- 
falls in das bakterielle Expressionsplasmid pUC19 kloniert (vgl. DE 19905501, 
Beispiel 5). Dabei wurden wiederum die Bindestellen fur das Rep-Protein in der 

30 pUC19-Sequenz deletiert. Auf diese Weise wurde das rep-Gen partiell dupliziert. 
Das so entstandene Helferkonstrukt enthalt nur eine Poly(A)-Sequenz, so dass alle 
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mRNA-Transkripte dasselbe 3'-Ende besitzen. Ausgehend vom ersten Abschnitt 
(AAV-Sequenz Nukleotid 201 bis Nukleotid 2310) konnen die Rep-Proteine Rep 
68 und Rep 40 exprimiert werden, wShrend ausgehend vom zweiten Abschnitt 
(AAV-Sequenz Nukleotid 658 bis Nukleotid 4460) die Rep-Proteine Rep 52 und 
5 Rep 40 sowie die Cap-Proteine VP1, VP2 und VP3 exprimiert werden. Insgesamt 
werden damit auch durch dieses Vektorkonstrukt alle AAV-2 Proteine mit Aus- 
nahme vpn Rep 78 kodiert 

Zur Herstellung eines Helferkonstruktes pUCdlRep78dlCap(RBS)dl37 zur Ex- 
10 pression der Rep-Proteine Rep 68, Rep 52 und Rep 40 wurden die AAV- 
Nukleotide 2945 bis 4046 aus dem cap-Gen (Nukleotide 2203 bis 4410) des Hel- 
ferkonstrukts pUCdlRep78Cap(RBS)dl37 deietiert. Durch diese Deletion k6nnen 
keine funktionellen Cap-Proteine mehr exprimiert werden. 

15 Grundsatzlich wird zur Erlauterung der bevorzugten Ausfuhrungsformen auf die 
Passagen oben bezug genommen, in denen die Herstellung von AAV allgemein 
erlautert wird 

GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung enthalten die Vektor- 
konstrukte ftir AAV-Vektoren ein oder mehrere zu AAV heterologe Nukleinsau- 
ren, die von einer, bevorzugt zwei ITR-Sequenzen flankiert werden, wobei die 5'- 
lokalisierte ITR-Sequenz eine Deletion im Bereich des C-Palindroms aufweist. 

GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst die Deletion innerhalb der 
5'-flankierenden ITR-Sequenz 80 Nukleotide, insbesondere 40 Nukleotide, vor 
allem 22 Nukleotide im Bereich von Nukleotid 61 bis 82. 

GemaB einer ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsform enthalten diese Vek- 
torkonstrukte die AAV-Sequenzen 1-60/83-191 (AC-Ann ITR als linken ITR - 
siehe DE 10044384) und 4498 bis 4671 (als rechten ITR). 
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Derartige Vektorkonstrukte enthalten zum Beispiel ein oder mehrere 2x1 AAV 
heterologe Nukleinsauren, insbesondere eine NukleinsSure kodierend fur ein Pro- 
tein ausgewahlt aus einem Zytokin, insbesondere IL2, BL4, IL12 und/oder GM- 
CSF (Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimnlierender Faktor) und/oder ein 

5 co-stimulierendes Molekul, insbesondere B7, vor allem B7.1 und/oder B7.2. Als 
heterologe Nukleinsauresequenz kann gemaB der vorliegenden Erfindung jedoch 
jede beliebige kodierende wie auch nicht-kodierende Nukleinsauresequenz ver- 
wendet werden. Vorzugsweise wird eine oder mehrere heterologe Nukleins&ure- 
sequenz(en) in ein replikationsdefizientes Vektorkonstrukt durch herkommliche, 

10 dem Fachmann bekannte Klonierungstechniken eingebracht (Sambrook et al. 
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laborato- 
ry, Cold Spring Harbor, N. Y.)- 

Weitere geeignete NukleinsSuresequenzen sind kodierende Sequenzen fflr Che- 
15 mokine wie Lymphotactin, RANTES, MCP-1 oder Mip-la, Cytokine wie IL12, 
IL7, IL1 8, IL2, GM-CSF, IL1, IL6, Interferon y oder IL10, oder AntikSrper, Anti- 
koiperfragmente oder Einzelstrang-Antik6rper, beispielsweise gerichtet gegen 
ICOS, ferner gegen den ICOS-Rezeptor, CD40, CD40-Liganden, VEGF, IL1, 
TNF-a, gegen Tumor-Antigene wie beispielsweise Her-2/neu, GD3 oder CA125, 
20 gegen virale Antigene oder gegen IgE; des weiteren gegen losliche Rezeptorfor- 
men wie ICOS FC, ICOS-Ligand FC, CD40L FC, TNF-a Rezeptor FC, gegen 
Apoptose-induzierende Molekiile wie Proteine der BCL-X-Familie, BAX, BAD 
oder Caspasen, Nekrose-induzierende Peptide wie Perforine, Toxine, beispiels- 
weise abgeleitet von Bakterien, viralen Tumorantigenen wie HPV E6 oder E7, 
25 nicht-viralen Tumorantigenen wie B-Lymphom-spezifische Idiotyp-Antikorper, 
BCRA-1, CA 125, a-Fetoprotein, CEA und p53. Ferner sind kodierende Sequen- 
zen fur Blutgerinnungsfaktoren wie z.B. Faktor VIII oder Faktor IX oder Faktoren 
von anderen bekannten monogenetischen Erberkrankungen geeignet. 

30 GemSB einer weiteren bevorzugten AusfUhrungsform umfasst das Vektorkon- 
strukt nicht fur Polypeptide kodierende Sequenzen, beispielsweise zum Einsatz als 
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Ribozyme, Antisense-RNAs oder interfering RNAs (RNAi), die somit von dem 
Begriff "Transgen" mit umfasst sind 

DemgemaB wild im Rahmen der erfindungsgemafien Verwendung in einer beson- 
5 ders bevorzugten Ausfuhrungsform zur Herstellung von rAAV eine Zelle ver- 
wendet, die mindestens eine Kopie eines Helferkonstruktes zur Expression minde- 
stens eines AAV Rep-Proteins und mindestens eines AAV Cap-Proteins und 
zusatzlich mindestens eine Kopie eines rekombinanten Vektorkonstruktes enthSlt. 
Das Vektorkonstrukt ist wiederum dadurch gekennzeichnet, dass es eine fremde 
10 DNA trMgt, die von mindestens einer ITR-Region flankiert wird. 

Gemafl einer besonders bevorzugten Ausftihrungsform liegen die fur das Rep- 
Protein und das Cap-Protein kodierenden Nukleinsauren funktionell getrennt vor 
und sind operativ mit den natiirlichen regulatorischen Sequenzen von AAV ver- 
15 bunden. 

Bei der Verwendung eines Herpes- Virus fur die Herstellung eines viralen Vektors 
in mit Helferkonstrukten stabil transfizierten Zelllinien kommt es erfindungsge- 
maB zu einer Steigerung der VerpackungsefEzienz auf eine H6he von mindestens 
20 10 9 , vor allem 10 10 , bevorzugt 10 u oder 10 12 , insbesondere 10 13 genomischen 
Partikeln/ml Rohlysat, was 10 5 bis 10 8 genomischen Partikeln pro ausgesater 
Zelle entspricht. Dies bedeutet eine Steigerung der Verpackungseffizienz um das 
bis zu 26fache bei stabil transfizierten Zellen. 

25 Unter dem Begriff "Herpes-virale Gene" werden die Gene von Herpes-Viren ver- 
standen, deren Genprodukte die Methylierung der DNA inhibieren, auflieben oder 
die Transkription methylierungsunabhangig machen (siehe oben). 

Gegenstand der Erfindung ist damit auch die Verwendung eines Herpes-Virus 
30 oder Herpes-viraler Gene fur die Herstellung eines viralen, von Parvoviren abge- 
leiteten Vektors in mit Helferkonstrukten stabil transfizierten Zelllinien zur Stei- 
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gerung der VerpackungsefiQzienz auf mindestens das Sfache, vor allem das 
lOfache, bevorzugt das 20fache und insbesondere das 25fache im Vergleich zu 
einer Herstellung unter Verwendung eines Adenovirus ohne Zugabe von DNA- 
Methyfierungsinhibitoren. 

5 

Obige Ausfuhrungen und Ausfuhrungsformen zu Verpackungszellen, Vektorzel- 
len, Produktionszellen, Helferkonstrukten, Vektorkonstrukten und viralen Vekto- 
ren beziehen sich ebenso auf diesen Gegenstand der Erfindung. 

10 ttberraschenderweise konnte im Rahmen dieser Erfindung die beobachtete Hem- 
mung der Verpackungseffizienz bei Verwendung von Verpackungs- und Produk- 
tionszelllinien und AdV als Helfervirus auch durch die alleinige Verwendung von 
Viren der Herpes-Familie wie zB. HSV-1 als Helfervirus aufgehoben werden. 
Dies gilt insbesondere ftir AAV und war aus bisherigen Beschreibungen zur gene- 

15 rellen Verwendung von HSV-1 als Helfervirus fur AAV nicht zu erwarten (z.B. 
Weindler and Heilbronn (1991) J. Virol. 65:2476-83; Conway et al. (1997) J. Vi- 
rol. 71:8780-9). 

Vorteil dieses Gegenstands der vorliegenden Erfindung ist, dass durch den Einsatz 
20 von Herpesviren als Helferviren bei der Herstellung von viralen Vektoren die 
Verpackungseffizienz deutlich gesteigert werden kann. Dies gilt in besonderem 
Mafie fur rAAV und ganz besonders fur die Herstellung von rAAV in stabilen 
AAV-Verpackungs- und/oder Produktionszelllinien. Somit wurde gezeigt, dass 
rAAV in stabilen AAV-Verpackungs- und/oder Produktionszelllinien effizient 
25 hergestellt werden kann. 

GemaB dieser Erfindung bezieht sich der Ausdruck Herpesvirus auf ein beliebiges 
Virus der Herpesvirus-Familie, ob nattirlich vorkommend oder rekombinant Na- 
tiirlich vorkommende Herpesviren sind z.B. HSV-1, HSV-2, HSV-3 (Varizella 
30 Zoster), HSV-4 (Epstein-Barr-Virus), HSV-5 (CytomegaUe-Virus), HSV-6, HSV- 
7 oder HSV-8 oder tierische Herpesviren. Rekombinante Herpesviren sind im 
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Stand der Technik bekannt Geeignet sind z.B. onkolytische Herpesviren wie z.B. 
G207 oderNV1020. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist der virale Vektor von einem Par- 
5 vovirus, besonders bevorzugt von einem AAV, insbesondere von AAV-1, AAV- 
2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7 oder AAV-8 abgeleitet. 

Da ein Problem der AAV-Herstellung unter Verwendung der Induktion mit Hel- 
ferviren darin besteht, die Helferviren anschliefiend zu inaktivieren, wahrend die 

10 hergestellten AAV aktiv bleiben mussen, ist eine bevorzugte Ausfuhrungsform 
dieser Erfindung die Verwendung von rekombinanten Herpesviren. Diese AusfQh- 
rungsform ist nicht auf AAV beschrSnkt, sondern gilt allgemein fur alle Verwen- 
dungen im Rahmen der vorliegenden Erfindung. In der Literatur sind viele repli- 
zierende oder nicht-replizierende Herpesviren bekannt, z.B. G207 oder NV1020. 

15 Solche Viren haben den Vorteil, dass in menschlichen klinischen Studien gezeigt 
wurde, dass solche rekombinanten Herpesviren sicher sind und in Menschen inji- 
ziert werden kSnnen. Die Verwendung solcher rekombinanter Viren tragt deswe- 
gen zur Sicherheit einer AAV-Herstellung bei, da geringe Verunreinigungen von 
AAV-Produkten fQr Menschen nicht gefdhrlich sind. 

20 

Eine weitere ganz besonders bevorzugte Ausfuhrungsform ist ferner die Verwen- 
dung von Herpes-viralen Helfergenen fur die Herstellung eines viralen, von Par- 
voviren abgeleiteten Vektors in mit Helferkonstrukten stabii transfizierten Zellli- 
nien zur Steigerung der Verpackungseffizienz. Unter dem Begrifif "Herpes-virale 

25 Helfergene" werden die Gene von Herpesviren verstanden, deren Genprodukte fur 
die Replikation der AAV notwendig sind bzw. diese fordern (siehe oben). So 
konnen anstelle einer Infektion der Zellen fur die AAV-Herstellung mit einem 
Herpes- Virus die Herpes-viralen Helfergene auch transient oder insbesondere 
stabii in die Zellen transfiziert werden. Entsprechende Helfergene sind oben be- 

30 schrieben. eingeschlosseri. Dies k6nnen beispielsweise die sieben Replikationsge- 
ne UL5, UL8, UL9, UL29, UL30, UL42 und UL52 sein. UL 5, 8 und 52 bilden 
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den HSV Helikase-Primase Komplex, UL29 kodiert fur das Einzelstrang-DNA 
Bindungsprotein,.UL42 fflr ein Doppelstrang-DNA Bindungsprotein, UL30 ko- 
diert fur die HSV DNA Polymerase und UL9 kodiert schlieBlich fiir ein Protein, 
welches an den HSV Replikationsursprung bindet (siehe Weindler FW and Heil- 
5 bronn R (1991) J. Virol. 65(5):2476-83). 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verfahren zur Herstellung von viralen, 
von Parvoviren abgeleiteten Vektoren, das dadurch gekennzeichnet ist, dass bei 
der Herstellung ein DNA-Methylierungsinhibitor verwendet wird. 

10 

Bevorzugte Ausfilhrungsformen des erfindungsgemaBen Verfahrens bezflglich 
DNA-Methylienmgsinhibitoren, Verpackungszellen, Vektorzellen, Produktions- 
zellen, Helferkonstrukten, Vektorkonstrukten und viralen Vektoren entsprechen 
denjenigen der obigen erfindungsgemaBen Verwendung. 

15 

Im Rahmen der erfindungsgemaBen Verwendung oder des erfindungsgemaBen 
Verfahrens wird ein gering- oder nicht methylierter viraler Vektor hergestellt 
Vorzugsweise ist fur die Steigerung der Ausbeute an viralen, von Parvoviren ab- 
geleiteten Vektoren vor allem eine geringe bzw. nicht vorhandene Methylierung 
20 der rep- und cap-Gene bzw. derer Promotoren notwendig. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform enthalt der virale, von Par- 
voviren abgeleitete Vektor ein Vektorkonstrukt 

25 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ebenfalls ein Vektorkonstrukt, 
das dadurch gekennzeichnet ist, dass nicht mehr als 50 %, bevorzugt nicht mehr 
als 20 %, besonders bevorzugt nicht mehr als 10 % der vorhandenen Methylie- 
rungstellen methyliert sind. 

30 Ein Vorteil solcher gering oder nicht-methylierten Vektorkonstrukte liegt darin, 
dass diese bei der Transduktion in die Empfangerzellen, besonders SSugerzellen, 
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ganz besonders humane Zellen, aufgrund des niedrigen Methylierungsgrades star- 
ker exprimiert werden als vergleichbare methylierte Gene. 

Somit werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung Verfahren und Verwen- 
5 dungen bereitgestellt, welche eine EihShung der Ausbeute bei der Herstellung 
viraler Vektoren ermoglichen. 

Die Erfindung wird im folgenden durch Beispiele und Figuren eriautert 

10 

/• 

Kurze Beschreibung der Figuren 

Fig. 1 zeigt die Titer (transduzierende Partikel (tp) pro ml) eines transduzierenden 
15 rAAV-(B7.2/GM-CSF) (auf AAV-2 basiert) drei Tage nach HSV-1 Infektion oder 
nach AdV Infektion (jeweils MOI 10). AdV wurde entweder allein oder in {Com- 
bination mit jeweils 50 mM Na-Butyral (But), 3 pM Trichostatin A (TSA) oder 3 
|iM 5-Azacytidin (Aza) (Sigma, Deisenhofen) gegeben. Standard bedeutet transi- 
ente Co-Transfektion von HeLa-Zellen mit pAAV-(B7.2/GM-CSF) sowie des 
20 AAV-2 rep/cap-Helferplasmids und Infektion mit Adenovirus (AdV) (MOI 10), 
Ernte 3 Tage nach Infektion. 

Fig. 2 zeigt eine Western-Blot Analyse der AAV-2 Rep und Cap Expression in 
Produktionszellen, jeweils nach AdV oder HSV-1 Infektion (jeweils MOI 10). 

25 

Fig. 3 zeigt eine schematische Darstellung des Vektorkonstrukts pAAV- 
(B7.2/GMCSF). 

Fig. 4 zeigt die schematische Darstellung des Helferkonstrukts pUCp5Repdl37, 
30 das fiir Rep40, Rep52, Rep68 und Rep78 kodieit 
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Fig. 5 zeigt die schematische Darstellung des Helferkonslrukts 
pUCp5pl9p40Capdl37, das fiir VP1, fur VP2 und fur VP3 kodiert 

Fig. 6 zeigt die schematische Darstellung des Helferkonstrukts 
5 pUCdlRep78dlCap(RBS)dl37, das fur Rep40, Rep52 und Rep68 kodiert 

Fig. 7 zeigt die schematische Darstellung des Helferkonstrukts 
pUCdlRep78Cap(RBS)di37, das fur Rep40, Rep52 und Rep68 sowie fur VP1, fur 
VP2 und fur VP3 kodiert. 

10 

Fig. 8 zeigt eine schematische Darstellung zweier Helferkonstrukte im Vergleich 
zu Wildtyp-AAV. Die natiirlichen AAV-Promotoren P5, P19 und P40 sind ebenso 
gezeigt wie das „Major Intron" des AAV-Genoms („I") und das natQrliche Po- 
ly(A>Signal des AAV-Genoms G,pA"). Weiterhin sind die kodierenden Sequen- 
15 zen des Rep- und des Cap-Gens von AAV gezeigt 

Fig. 9 zeigt schematisch ein Rep 78-defiziente Helferplasmid mit der Bezeich- 
nung pUCRep68,52,40Cap(RBS)dl37, das filr Rep40, Rep52 und Rep68 sowie fftr 
VP1, fur VP2 und fiir VP3 kodiert 

20 

Beispiele 

Beispiel 1: AAV-Produktion in Produktionszellen mit verschiedenen Inhibitoren 

25 

A. Zellkultur 

Revitalisierung von HeLa-t-Zellen und Derivaten 

Ein Kryorohrchen HeLa-t-Zellen oder von HeLa-t abgeleiteten AAV- 
Verpackungs- oder Produktionszellen (5 x 10 6 bis 1 x 10 7 Zellen pro KryorShr- 
30 chen pro ml) wurde im Wasserbad bei 37°C aufgetaut Die Zellen wurden so- 
fort zu 10 ml DMEM (Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium) gegeben und 5 
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Minuten bei 200 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml DMEM resus- 
pendiert und die Zellen erneut 5 Minuten bei 200 g zentrifugiert. AnschlieBend 
wurden die Zellen in 20 bis 30 ml DMEM/10% FKS (fdtales Kalberserum) re- 
suspendiert und bei 37°C, 5% CCb kultiviert. 

5 

Zellkultur und Transfektionen 

HeLa-t-Zellen und die abgeleiteten Verpackungs- und Produktionszellen wur- 
den als adharente Kulturen in DMEM/10% FKS bei 37°C, 5% C0 2 gehalten. 
Zur Selektion stabiler Verpackungszellklone wurde Neomycin zu einer End- 
10 konzentration von 800 ^ig/ml zugegeben. 

Die Transfektionen wurden mit Hilfe herkommlicher Calcium-Phosphat- 
Prazipitationsmethoden und Endotoxin-freier Plasmid-DNA durchgeftihrt, die 
unter Verwendung von Kits der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) prSpariert 
worden war. 

15 

B. Vektoren 

Plasmidkonstruktion 

Die Plasmide (Vektorplasmide und Helferplasmide), die im Rahmen der vor- 
liegenden Erfindung verwendet wurden, wurden unter Anwendung von Stan- 
20 dardklonierungstechniken, wie sie bei Sambrook et al., (1989), supra, nachzu- 
lesen sind, hergestellt. 

Das Plasmid pUCpSRep (Fig. 8) wurde durch Deletion eines DNA-Fragments 
hergestellt, das die Nukleotide 2300-4170 des AAV-Genoms enthielt (Ruffing 

25 et al. (1994) J. Gen. Virol. 75, 3385-3392 (Gene Bank Accession No. AF 
043303). pUCp5Repdl37 wurde durch Deletion der AAV-Basen 4461 - 4497 
aus pUCpSRep gewonnen. Das Plasmid pUCp5pl9p40Cap (Fig. 8) wurde 
durch Deletion des DNA-Abschnitts zwischen den Nukleotiden 350 bis 650 
und 1045 bis 1700 des AAV Genoms erhalten. pUCp5pl9p40Capdl37 wurde 

30 durch Deletion der AAV-Basen 4461 - 4497 aus pUCp5pl 9p40Cap gewonnen. 
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Die Vektorkonstrukte fur pAAV-(B7.2/GM-CSF) wurden mit Hilfe des pCI- 
Plasmids der Firma Promega (Deutschland) konstruiert und anschliefiend in ein 
pUC19-basiertes Plasmdd, welches die ITR-Sequenzen aufwies, iiberfiihrt (vgl. 
WO 00/47757). 

5 

Das Rep-Helferkonstrukt pUCdlRep78dlCapdl37 wurde durch Deletion der 
Nukleotide 3046 bis 4149 aus dem Helferkonstrukt pUCdlRep78Cap 
(RBS)dl37; Klonierung siehe WO 00/47757 S.26 Z.14 bis S.29 Z.5 als 
pUC n ARep78Cap w (RBS) A3 7) unter Yerwendung des Restriktionsenzyms 
10 Apal hergestellt. Die entsprechenden Plasmidkarten sind in den Abbildungen 3 
bis 7 dargestellt. 

Das Helferplasmid pUCp5Repdl37 fiihrt zur Expression aller vier AAV-Rep- 
Proteine Rep 78, Rep 68, Rep 52 und Rep 40. Das Helferplasmid 

15 p UCdlRep78dlCap(RBS)dl37 fiihrt zur Expression von Rep 68, Rep 52 und 
Rep 40. Das Helfeiplasmid pUCp5pl9p40Capd!37 fiihrt zur Expression alle 
drei AAV-Kapsidproteine VP1, VP2 und VP3. Das Vektorplasmid pAAV- 
(B7.2/GM-CSF) fiihrt zur Verpackung des rAAV-(B7.2/GM-CSF)-Genoms in 
AAV-Partikel und zur Expression von B7.2 und GM-CSF in den mit diesen 

20 AAV-Partikeln infizierten Zellen. 

C. Herstellung von Zelllinien 

Herstellung von stabilen Verpackungszelllinien fur r AAV 

HeLa-t-Zellen wurden mit den Plasmiden pUCp5Repdl37, 

25 pUCp5pl9p40Capdl37 und pCI-neo (Promega) im Verhaltnis von 10:10:1 oder 
mitpUCdlRep78dlCapdl37, pUCp5pl9p40Capdl37 und pCI-neo im Verhaltnis 
von 10:10:1 kotransfiziert. Stabil transfizierte Zellklone wurden zunachst auf 
Neomycinresistenz selektiert. Anschliefiend wurde auf rAAV- 
Verpackungseffizienz selektiert, indem die Klone jeweils mit einem Vektor- 

30 plasmid (z.B. pAAV-(B7.2/GM-CSF, siehe Fig.3) transient transfiziert und mit 
Adenovirus uberinfiziert wurden. Die hergestellten Lysate wurden bezuglich 
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des transduzierenden rAAV-Titers analysiert Die Zellklone, die zu den h5ch- 
sten rAAV-Titern fiihrten und auch in hoher Passagenzahl noch gleichbleiben- 
de rAAV-Titer ergaben, wurden expandiert. 

5 Herstellung einer stabilen Produktionszelllinie flir rAAV 

Zur Herstellung einer stabilen Produktionzelllinie fur rAAV-(B72/GM-CSF) 
wurde die oben beschriebene C97-ZelUinie stabil mit dem rekombinanten Vi- 
rus rAAV-(B7.2/GM-CSF) infiziert Die Selektion positiver Zellklone erfolgte 
in rAAV-Produktionstests durch Infektion mit Adenovirus, Analyse der ent- 
1 0 sprechenden Lysate beztiglich des transduzierenden r AAV-Titers und Expansi- 
on der Klone, die zu den hfichsten rAAV-Titern fuhrten und auch in hoher Pas- 
sagenzahl noch gleichbleibende rAAV-Titer ergaben. 

D. Verpackung/Herstellung von rAAV 

15 Herstellung von rAAV mit Hilfe von Verpac kungszellinien 

Die Herstellung von rAAV mit Hilfe der Verpackungszelllinien (z3. 2,5 x 10 5 
ausgesate Zellen in einer einer Zellkulturschale mit 6 cm Durchmesser, ausge- 
sat 1 Tag vor der Transfektion) erfolgte zu Beginn durch transiente Transfekti- 
on eines Vektorplasmids (zB. pAAV-(B7.2/GM-CSF)) gefolgt von einer In- 

20 fektion mit Adenovirus ^multiplicity of infection" MOI 10) 24 Stunden nach 
der genannten Transfektion. Nach der beobachteten Abschaltung der in den 
Verpackungszellen integrierten rep- und cap-Gene wurde die Herstellung da- 
hingehend modifiziert, dass zusammen mit der Adenovirus-Infektion die Zu- 
gabe von 5-Azacjrtidin (Sigma, Deisenhofen) bis zu einer Endkonzentration 

25 von 3 jiM zu den Zellen erfolgte oder dass an Stelle der Adenovirus-Infektion 
nur mit HSV-1 (MOI 10) infiziert wurde. 

Nach weiteren 72 Stunden wurden die Lysate durch Frier-Tau-Lyse hergestellt 
und von den Zelltrummern befreit. Adenovirus oder HSV-1 wurden bei 56°C 
30 hitzeinaktiviert 
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Herstellung von rAAV mit Hilfe von Produktionszelllinien 
Die Herstellung von rAAV-(B7.2/GM-CSF) mit Hilfe der Produktionszell- 
linien (z.B. 1 x 10 6 ausgesate Zellen in einer Zellkulturschale mit 6 cm Durch- 
messer, ausgesat 1 Tag vor der Infektion) erfolgte zu Beginn durch Infektion 

5 mit Adenovirus ^multiplicity of infection" MOI 10). Nach der beobachteten 
Abschaltung der in den Produktionszelllinien integrierten rep- und cap-Gene 
wurde die Herstellung dahingehend modifiziert, dass zusammen mit der Ade- 
novirus-Infektion 5-Aza-Cytidin (Sigma, Deisenhofen) bis zu einer Endkon- 
zentration von 3 \xM zu den Zellen erfolgte oder dass an Stelle der Adenovirus- 

10 Infektion mit HSV-1 (MOI 10) infiziert wurde. Nach 72 Stunden wurden die 
Lysate durch Frier-Tau-Lyse hergestellt und von den Zelltrummern befreit. 
Adenovirus oder HSV-1 wurden bei 56°C hitzeinaktiviert. Bei der HersteUung 
von rAAV mit Hilfe von Produktionszelllinien entftllt der Transfektions- 
schnitt, so dass man nicht mehr auf eine adharente Kultivierung der Zellen an- 

15 gewiesen ist. 

Beis piel 2: AAV-Produktion in Produktionszellen mit verschiedenen Inhibitoren 
Urn festzustellen, ob es ein auf Histon-Deacetylierung oder DNA-Methylierung 
beruhenden Effekt gibt, wurden die Produktionszellen mit dem eher unspezifi- 

20 schen Inhibitor der Histon-Deacetylierung Na-Butyrat (But) (Sigma, Deisenho- 
fen), mit dem spezifischen Inhibitor der Histon-Deacetylierung Trichostatin A 
(TSA) (Sigma, Deisenhofen) oder mit dem DNA-Methylierungsinhibitor 5-Aza- 
Cytidin (Aza) (Sigma, Deisenhofen) behandelt (siehe Fig. 1). Aile behandelten 
Zellen wurden auch mit Adenovirus (AdV) infiziert. In mehreren Experimenten 

25 konnte gezeigt werden, dass die Infektion der Produktionszellen mit Adenoviren 
als Helferviren eine vergleichsweise geringe Ausbeute an transduzierenden rAAV 
Partikeln (tP) erbrachte, wohingegen die Produktion von rAAV mittels transienter 
Transfektion von Heifer- und Vektorkonstrukt und Infektion mit Adenovirus eine 
sehr gute Effizienz aufwies. 
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Diese AAV-Verpackungseffizienz konnte entweder durch Verwendung von HSV 
als Helfervims oder durch AdV in {Combination mit Aza wiederhergestellt wer- 
den; dagegen fuhrten But und TSA zu keiner Steigerung der AAV- 
Verpackungseffizienz. 

5 

Anscheinend gibt es eine durch DNA-Methylierung verursachte Unterdruckung 
der AAV-Gene, welche durch HSV oder durch AdV in Verbindung mit einem 
DNA-Methylierungsinhibitor aber nicht durch AdV aUeine uberwunden werden 
kann. 

10 

Beispiel 3: Rep und Cap Expressionsspiegel von Produktionszellen nach Infektion 
mit HSV oder AdV 

Ein Vergleich der Expression von AAV-2 Rep und Cap von den integrierten rep 
15 und cap Genen in Produktionszellen nach HSV-1 oder AdV Infektion zeigte deut- 
lich, dass AdV im Gegensatz zu HSV-1 nicht zu einer signifikanten Expression 
von Rep und Cap fUhrte (siehe Fig. 2). Dies zeigt wieder die UnterdrQckung der 
integrierten AAV-2 Gene. 

20 In diesem Versuch wurden pro Ansatz 2E+06 Zellen mit HSV-1 bzw. Adenovirus 
(jeweils MOI 10) infiziert. 48 h nach Infektion wurden die Lysate hergestellt, 1:1 
mit 2xProteinpuffer (100 mM Tris-Cl pH 8,0, 2 mM EDTA, 4% SDS, 20% Gly- 
cerol, 10% Beta-Mercaptoethanol, 0,02% Bromphenolblau) versetzt und 5 min bei 
95°C aufgekocht. Von jedem Ansatz wurden gleiche Mengen im SDS- 

25 Polyaciylamid-Gelelektrophorese-Verfahren (SDS-PAGE) aufgetrennt. Der 
Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran erfolgte im Semidry-Verfahren. Der 
Nachweis erfolgte mit dem Rep-spezifischen Antikfirper 303.9 und dem Cap- 
spezifischen Antikorper Bl (Wistuba et al. (1997) J. Virol. 71:1341-1353). 
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Patentansprfiche 

1. Verwendung eines DNA-Methylierungsinhibitors zur Herstellung von viralen, 
von Parvoviren abgeleiteten Vektoren. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch charakterisiert, dass der DNA- 
5 Methylierungsinhibitor ein Nukleosid-Analogon, ein niedennolekularer Inhi- 
bitor, ein von DNA abgeleiteter direkter Inhibitor der DNA-Cytosin- 
Methyltransferase, ein Antisense Oligonukleotid-Inhibitor der DNA-Cytosin- 
Methyltransferase oder ein Herpes- Virus, insbesondere ein HSV oder Herpes- 
virale Gene ist. 

10 3. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass der DNA-Methylierungsinhibitor aus der Gruppe bestehend aus 5-Aza- 
Cytidin, 5-Aza-Desoxycytidin, 5-Fluorocytosin, S-Adenosyl-Homocystein 
oder EGX30P ausgewahlt ist 

4. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
15 der virale Vektor in einer Zelle hergestellt wird, die die zur Bildung von Viru- 

spartikeln notwendigen Gene umfasst 

5. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
der virale Vektor von einer Vektorzelle hergestellt wird. 

6. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
20 der virale Vektor von einer Verpackungszelle oder einer Produktionszelle her- 
gestellt wird. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Verpak- 
kungszelle oder die Produktionszelle mit Helferkonstrukten stabil transfiziert 
sind. 

25 8. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass 
in dem hergestellten viralen Vektor nicht mehr als 50 %, bevorzugt nicht mehr 
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als 20 %, besonders bevorzugt nicht mehr als 10 % der vorhandenen Methy- 
lierungsstellen methyliert sind. 

9. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
durch den Einsatz des DNA-Methylierungsinhibitors die Methylierung der in 

5 den rep und cap Genen oder deren Promotoren vorhandenen Methylierungs- 
stellen inhibiert wird. 

10. Verwendung nach einem der Ansprtiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass 
zur Herstellung des viralen Vektors zusatzlich ein Helfervirus zugesetzt wird. 

11. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der DNA- 
10 Methylierungsinhibitor vor dem Zusetzen des Helfervirus eingesetzt wird. 

12. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass der virale Vektor von einem Dependovirus, besonders bevorzugt von ei- 
nem adeno-assoziierten Virus (AAV) abgeleitet ist. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass der virale 
15 Vektor von AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7 oder 

AAV-8 abgeleitet ist. 

14. Verwendung eines Herpes-Virus bei der Herstellung eines viralen, von Parvo- 
viren abgeleiteten Vektors in mit Helferkonstrukten stabil transfizierten Zellli- 
nien zur Steigerung der Verpackungseffizienz auf mindestens das 5fache, vor 

20 allem das lOfache, bevorzugt das 20fache und insbesondere das 25fache im 
Vergleich zu einer Herstellung unter Verwendung eines Adenovirus ohne Zu- 
gabe von DNA-Methylierungsinhibitoren. 

15. Verwendung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass zur Herstellung 
des viralen Vektors eine Zelle wie in den Anspriichen 4 bis 7 definiert ver- 

25 wendet wird. 
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16. Verwendung nach einem der Ansprttche 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet 
dass der virale Vektor von einem Parvovirus, besonders bevorzugt von einem 
AAV, insbesondere von AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, 
AAV-7 oder AAV-8 abgeleitet ist. 

5 17. Verwendung nach den Anspriichen 12, 13 und 16, dadurch gekennzeichnet, 
dass zur Herstellung von rAAV eine Zelle verwendet wird, die mindestens ei- 
ne Kopie eines Helferkonstruktes zur Expression mindestens eines AAV Rep- 
Proteins und mindestens eines AAV Cap-Proteins und zusatzlich mindestens 
eine Kopie eines rekombinanten AAV-Plasmids, das fremde DNA, die von 

10 ITR-Regionen begrenzt wird tragt, enMlt. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die fur das 
Rep-Protein und das Cap-Protein kodierenden Nukleinsauren funktionell ge- 
trennt vorliegen und operativ mit den natiiriichen regulatorischen Sequenzen 
von AAV verbunden sind. 

15 19. Verfahren zur Herstellung von viralen, von Parvoviren abgeleiteten Vektoren, 
dadurch gekennzeichnet, dass bei der Herstellung ein DNA- 
Methylierungsinhibitor verwendet wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die Verwendung 
des DNA-Methylierungsinhibitors wie in den Anspriichen 3 bis 13, 17 und 18 

20 definiert ist. 

21. Von Parvoviren abgeleitetes Vektorkonstrukt, dadurch gekennzeichnet, dass 
nicht mehr als 50 %, bevorzugt nicht mehr als 20 %, besonders bevorzugt 
nicht mehr als 10 % der vorhandenen Methylierungsstellen methyliert sind. 
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Fig. 4 
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Fig. 6 
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Fig. 7 
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